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La familia de proteínas GCK-III (SOK1, Mst4 y Mst3) son serina/treonina quinasas con 
funciones conocidas en respuesta a estrés oxidativo, reorganización del citoesqueleto o 
migración celular. Sin embargo, recientemente ha sido publicada la implicación de SOK1 
como regulador negativo del metabolismo lipídico y de la glucosa. Aunque se encontró esto 
para SOK1, por el momento no se han descrito funciones metabólicas para ninguna de las 
otras dos quinasas de la familia y por ello, en este trabajo se quiso explorar esa posibilidad, 
particularmente para Mst3, realizando experimentos tanto in vitro como in vivo. 
 Estudios in vitro usando la tecnología shRNA en células HepG2 aportaron resultados 
preliminares que indicaban que la falta de Mst3 en estas células comprometía la expresión 
de genes gluconeogénicos como G6PC y PCK1. 
 Estudios in vivo con ratones deficientes para Mst3 confirmaron un papel para esta 
proteína en la regulación del proceso gluconeogénico. Ratones alimentados con una dieta 
alta en grasas (HFD, high fat diet) presentaban una mayor activación de Mst3 que ratones 
alimentados con una dieta convencional apuntando a Mst3 con un papel no sólo bajo estrés 
oxidativo, sino que también bajo un estrés metabólico. El fenotipado metabólico mostró que 
estos ratones deficientes en Mst3 eran menos resistentes a insulina, presentaban menor 
hiperglucemia en ayunas y menos esteatosis en hígado después de HFD que ratones 
normales. Esto era consistente además con unos menores niveles de expresión de G6PC en 
hígado. Estos efectos parecían muy específicos puesto que otros parámetros como el peso o 
el porcentaje de masa grasa corporal, gasto energético, actividad locomotora, ingesta… no 
estaban alterados. 
 Ahondando en el mecanismo molecular por el cual Mst3 podría mediar estos efectos 
sobre la regulación de la expresión de G6PC y PCK1, en ausencia de Mst3 se encontraron 
alteradas dos de las principales vías de control de la gluconeogénesis: la vía de la insulina 






 Con estos resultados encontrados para Mst3 y su regulación específica sobre la glucosa 
y teniendo en cuenta la relevancia de la gluconeogénesis en la Diabetes Mellitus Tipo 2 como 
principal responsable en estos pacientes de la hiperglucemia en ayunas, en este trabajo 
proponemos a Mst3 como posible diana terapéutica en el tratamiento de esta patología. 
PALABRAS CLAVE: GCK-III, Mst3, gluconeogénesis, mTORC2/AKT/FOXO1, AMP cíclico, 
Diabetes Mellitus Tipo 2.
RESUMO 
A familia de proteínas GCK-III (SOK1, Mst4, e Mst3) son serina/treonina quinasas con 
funcións recoñecidas na resposta a estrés oxidativo, reorganización do citoesqueleto ou 
migración celular. Sen embargo, recentemente publicouse a implicación dunha delas, SOK1, 
como regulador negativo do metabolismo lipídico e da glucosa. Aínda que isto se atopou 
para SOK1, polo momento non se describiron funcións metabólicas para ningunha das 
outras dúas quinasas da familia, e por iso neste traballo quixemos explorar esa posibilidade, 
particularmente para Mst3, realizando experimentos tanto in vitro coma in vivo. 
 Estudos in vitro empregando a tecnoloxía shRNA en células HepG2 aportaron resultados 
preliminares que indicaban que a falta de Mst3 nestas células comprometía a expresión dos 
xenes gluconeoxénicos G6PC e PCK1. 
 Estudos in vivo con ratos deficientes para Mst3 confirmaron un papel para esta proteína 
na regulación do proceso gluconeoxénico. Ratos alimentados cunha dieta alta en graxa (HFD, 
high fat diet) presentaban unha maior activación de Mst3 ca ratos alimentados con unha 
dieta convencional apuntando así a Mst3 con un papel non só baixo estrés oxidativo senón 
que tamén baixo un estrés metabólico. O fenotipado metabólico mostrou que estes ratos 
deficientes en Mst3 eran menos resistentes a insulina, presentaban menor hiperglicemia en 
xaxún e unha menor esteatose no fígado despois da HFD ca ratos normais. Isto era 
consistente ademais con uns niveis de expresión de G6PC menores no fígado. Estes efectos 
parecían moi específicos posto que outros parámetros coma o peso ou a porcentaxe de 
masa graxa corporal, gasto enerxético, actividade locomotora, inxesta… non estaban 
alterados. 
 Afondando no mecanismo molecular polo cal Mst3 podería exercer os seus efectos 
sobre a regulación da expresión de G6PC e PCK1, en ausencia de Mst3 atopáronse alteradas 
dúas das principais vías de control da gluconeoxénese: a vía da insulina, que mostraba unha 
maior activación do seu eixo mTORC2/AKT/FOXO1 e a resposta a AMP cíclico. 
 Con estes resultados atopados para Mst3 e a súa regulación específica sobre a glucosa, e 





responsable nestes pacientes da hiperglicemia en xaxún, neste traballo propoñemos a Mst3 
como posible diana terapéutica no tratamento desta patoloxía. 
PALABRAS CHAVE: GCK-III, Mst3, gluconeoxénese, mTORC2/AKT/FOXO1, AMP cíclico, 
Diabetes Mellitus Tipo 2.
ABSTRACT 
The GCK-III family of proteins (SOK1, Mst4 and Mst3) are serin/threonin kinases with 
well-known functions in the response to oxidative stress, cytoskeleton reorganization or 
cellular migration. Nevertheless, very recently it was published the involvement of one of 
them, SOK1, as a negative regulator of lipid and glucose metabolism. Although this has been 
found for SOK1, by the moment no metabolic function has been described for the other two 
kinases and we wanted to explore this possibility, particularly for Mst3, performing both in 
vitro and in vivo experiments. 
In vitro studies using shRNA technology with HepG2 cell line yielded us some 
preliminary results indicating that cells lacking Mst3 protein had compromised the 
expression of gluconeogenic genes like G6PC and PCK1. 
In vivo studies with Mst3 knockdown mice confirmed a role for Mst3 in the 
gluconeogenic process. Mice fed with a high fat diet (HFD) showed a higher activation of 
Mst3 in liver than mice fed with standard diet indicating that this kinase may have a role not 
only under oxidative stress, but also under metabolic stress. Metabolic phenotyping has 
shown that Mst3 deficient mice were less insulin resistant, presented lower fasting 
hyperglycemia and lower liver steatosis than normal mice after a HFD which was consistent 
with their lower G6PC mRNA expression in liver. These effects seem to be very specific since 
other metabolic parameters like body weight, body fat composition, energy expenditure, 
locomotor activity, food intake… were not altered. 
Deep looking into the molecular mechanism by which Mst3 could be mediating this 
regulation of G6PC and PCK1 expression we have found altered two of the main 
gluconeogenic regulation pathways in the absence of Mst3:  the insulin pathway with an 
over activation of the mTORC2/AKT/FOXO1 axis and the response to cyclic AMP.  
With this results for Mst3 and its specific glucose regulation, and having in mind that 
gluconeogenic pathway is a relevant process in the pathology of Type 2 Diabetes Mellitus 
mediating the fasting hyperglycemia we propose Mst3 as a good therapeutic target for the 
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1. MST QUINASAS 
1.1. Ste20p de mamíferos 
A principios de los 90 se describió por primera vez la Ste20p (sterile 20 protein), una 
serina/treonina quinasa clave en la vía de apareamiento de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae (Leberer, Dignard et al. 1992). Poco después, los grupos de Lim y Jhon Kehrl 
identificaron en mamíferos proteínas con una elevada homología a la Ste20p de la levadura 
y las llamaron proteínas Ste20-like. Se identificaron alrededor de 30 de estas quinasas en 
mamíferos y se agruparon en 2 familias estructuralmente distintas que se denominan PAK 
(p21 Activated kinases) y GCK (Germinal Center Kinases)  (Katz, Whalen et al. 1994, Manser, 
Leung et al. 1994). 
 - PAKs. A su vez la familia PAK se subdivide en PAK-I y PAK-II. Las PAKs se caracterizan 
por dos rasgos estructurales: un dominio quinasa en el extremo C-terminal y un dominio de 
unión a pequeñas GTPasas como Cdc42/Rac-1 (CRIB) en el medio del extremo no catalítico 
N-terminal. En la subfamilia PAK-I es característico su dominio auto inhibitorio que 
interacciona con el dominio quinasa para mantenerlo inactivo. Bajo la unión de Cdc42 o Rac-
1 esta interacción se inhibe y permite la activación de la quinasa. Otra característica de la 
familia PAK-I es un motivo rico en prolinas en el extremo N-terminal que sirve como lugar de 
unión para el dominio SH3 (Src-homology 3) de proteínas adaptadoras. En cambio, la 
subfamilia PAK-II tiene un dominio CRIB sin un dominio autoinhibitorio reconocible. Las PAKs 
tienen funciones bien definidas en cuanto a regulación de la migración celular, crecimiento 
celular y apoptosis. Se pueden detectar alteraciones en la expresión de PAKs en algunos 
tipos de cáncer humano, lo que las hace unas dianas atractivas para el tratamiento del 
mismo (figura 1). Sin embargo, no parecen tener relación con alteraciones metabólicas, por 
lo que no se mencionarán más en este trabajo (Bagrodia and Cerione 1999). 
 - GCKs. Las GCKs se subdividen en 8 familias desde GCK-I a GCK-VIII y al contrario que las 
PAKs se caracterizan por la presencia de su dominio quinasa en el extremo N-terminal y la 
falta de dominios de unión a GTPasas. Su dominio no catalítico es el que presenta una mayor 




autoinhibitorio y un dominio de dimerización y la familia de las GCK-III tiene una región C-
terminal muy estrecha y poco conservada. Las GCKs se ven involucradas en múltiples 
procesos fisiológicos como la regulación del volumen celular y respuesta inmunitaria. En este 
trabajo, nos centraremos en describir detalladamente las funciones de la subfamilia de las 















FIGURA 1.  Relaciones filogenéticas entre el grupo de quinasas Ste20 de mamíferos y esquema de su 
estructura en cada subfamilia. Se muestra la estructura esquemática de cada subfamilia: los óvalos negros 
representan los dominios quinasa, los rectángulos con diferentes colores indican los dominios conservados y las 
barras blancas indican las regiones variables. Las PAK consisten en dos subfamilias PAK-I y PAK-II y las GCK 
constan de 8 subfamilias que abarcan desde GCK-I a GCKV-III todas ellas con distintas características (Dan, 




1.1.1. Funciones de las Ste20p en las cascadas MAP quinasa 
La proteína Ste20p se describió originalmente como una quinasa clave en la vía de 
apareamiento de la levadura de cerveza haploide Saccharomyces cerevisiae. Esta vía se inicia 
por la unión de una feromona peptídica a un receptor de feromonas que a su vez activa la 
subunidad beta-gamma de una proteína G heterotrimérica y desencadena la transmisión de 
señales a través de la ruta de las proteína quinasas activadas por mitógeno (MAPK, Mitogen 
Activated Protein Kinases) según la siguiente secuencia: primero se activa Ste11p (MAP3K), 
seguidamente Ste7p (MAP2K) y por último Fus3P y Kss1p (MAPKs). La fosforilación directa 
de Ste11p por Ste20p la activa y se ha considerado como un paso crucial en esta vía de 
señalización, apuntando a Ste20p como una posible MAP4K (Wu, Whiteway et al. 1995). Sin 
embargo, no se ha llegado a incluir en el módulo conservado de la señalización MAPK sino 
que se ha considerado más bien como un activador upstream. 
Basándose en la similitud de secuencia con la Ste20p de levaduras, sería lógico pensar 
que las Ste20p de mamíferos podrían actuar como MAP4K y directamente fosforilar y activar 
a las MAP3K, conduciendo a la activación de la cascada MAPK. Así ha sido demostrado para 
el caso de la Ste20p de mamíferos denominada quinasa del progenitor hematopoyético 
(HPK1, Hematopoietic Progenitor Kinase 1) que pertenece a la subfamilia GCK-I y fosforila 
directamente a la MAPK quinasa quinasa 1 (MEKK1) desencadenando la activación de 
SAPK/JNK. También para PAK2 que pertenece a la subfamilia PAK-I se ha encontrado 
actividad para fosforilar directamente a la MAP3K Raf-1. No obstante, para otros miembros 
de las Ste20p de mamíferos no se ha demostrado su capacidad para modular o activar a las 
MAP3K mediante fosforilación sino simplemente por unión, y eso sólo para algunas, por ello 
hasta el momento no se les ha definido como MAP4Ks propiamente y se les ha considerado 
más bien como estabilizadoras de las estructuras activadas de MAP3K. Otro aspecto 
destacable es que TAO1 y PSK1/TAO2 pertenecientes a la subfamilia de GCK-VIII pueden 
actuar como MAP3Ks para conducir a la activación de p38 MAPK (Dan, Watanabe et al. 2001, 
Pombo, Force et al. 2007). En el caso de la subfamilia de las GCK-III (Mst3, Mst4 y SOK1) se 
han detallado numerosas funciones en las que actúan como activadoras de las vías MAPK y 




estrés oxidativo a través de la modulación que ejerce sobre la activación de JNK (Chen, Ng et 
al. 2009). Más adelante en la tabla 1 se concretará más acerca del papel de las GCK-III en las 
vías MAPK. 
1.1.2. Otras funciones de las Ste20p de mamíferos  
Algunas Ste20p de mamíferos son necesarias en eventos de señalización que incluyen la 
apoptosis, la morfogénesis y la reorganización del citoesqueleto (incluyendo movilidad 
celular y cambios de la morfología celular) organización del Golgi y supervivencia celular. En 
concreto, Mst4 interaccionando con CCM3/PDCD10 (Cerebral Cavernal Malformation 3)/ 
(Programmed Cell Death 10) y proteínas ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) puede promover la 
supervivencia bajo condiciones de estrés oxidativo (Fidalgo, Guerrero et al. 2012). Las 
implicadas en la inducción o prevención de la apoptosis lo pueden hacer ya sea a través de la 
activación de vías de señalización MAPK o regulando eventos celulares que ocurren durante 
este proceso. Por ejemplo, en la apoptosis desencadenada por la unión del ligando Fas a su 
receptor se inducen una serie de cortes secuenciales de caspasas hasta llegar a activar a las 
caspasas efectoras que activan a las Ste20. Una de las caspasas efectoras, la caspasa 3, corta 
a las quinasas Mst1, Mst2, HPK1, SLK y PAK2. Se ha visto que la sobreexpresión de Mst1 en 
células desencadena la activación de la caspasa 3 y así esta puede ejecutar un corte de Mst1 
que libera el extremo C-terminal regulador y genera un Mst1 truncado de mayor actividad 
capaz de inducir apoptosis (Graves, Gotoh et al. 1998). 
1.2. Mammalian Ste20 like Kinases (Msts): subfamilias GCK-II y GCK-III 
Bajo el acrónimo Msts se incluyen 5 quinasas pertenecientes a las subfamilias GCK-II y 
GCK-III del grupo de las Ste20 de mamíferos. La subfamilia GCK-II comprende a Mst1 (STK4) y 
Mst2 (STK3) de Homo sapiens y otros vertebrados. Existen ortólogos en otros organismos 
que incluyen a Hippo en Drosophila melanogaster y C24A8.4 de Caenorhabditis elegans. Los 
miembros de la subfamilia GCK-III en vertebrados son, Mst3 (STK24), Mst4 (STK26 o MASK 
(Mst3 and SOK1-related kinase)) y SOK1 (también llamada STK25 o YSK1). Un posible 
ortólogo en D. melanogaster es STLK3 y GCK-I en C. elegans. Estas quinasas son cada vez más 
estudiadas por ser moléculas claves en la señalización de procesos como la proliferación 




patológicos que van desde cáncer, pasando por malformaciones cavernosas cerebrales, 
hasta enfermedades autoinmunes (Sugden, McGuffin et al. 2013, Thompson and Sahai 2015). 
1.2.1. Expresión 
La expresión de mRNA de estas quinasas Mst1-4 es generalmente ubicua en la mayoría 
de tejidos y células examinadas. Mediante Northem Blot se detecta un transcripto de 7,0-kb 
de Mst1 en la mayoría de tejidos y un mRNA de 3,5-kb procesado mediante splicing se 
detecta en riñones, músculo esquelético y placenta. Los mayores niveles de un transcripto 
de 5,5-kb de Mst2 aparecen en riñón de adulto, músculo esquelético y placenta. En cuanto a 
los genes de las GCK-III, constan de 12 exones que se expresan ubicuamente. SOK1 fue la 
primera en ser clonada y el análisis por Northem Blot muestra un transcripto de 2,2-2,3-kb 
que se expresa mayoritariamente en testículos y en menores cantidades en otros tejidos. 
Otros transcriptos de 2,6-1,5-kb de SOK1 se detectan en estómago. El mRNA de Mst3 de una 
longitud de 2-kb se detecta por Northern Blot en corazón, músculo esquelético y páncreas y 
mediante Western Blot se detecta una proteína Mst3 de 52-kD en la mayoría de células 
analizadas. Mst3 presenta una isoforma denominada Mst3b cuya secuencia es idéntica a 
Mst3 excepto por una región codificante adicional en el extremo 5’ de su cDNA. La expresión 
de Mst3b se restringe al cerebro, particularmente en el hipocampo, en contraste con la 
expresión ubicua de Mst3. Aunque sus funciones no están bien definidas todavía, Mst3b 
podría resultar clave para el crecimiento axonal y algunos autores se aventuran a apuntar 
que podría tratarse de la conocida proteína quinasa del factor de crecimiento del nervio 
(PKN-NGF, Protein kinase N-Nerve Growth Factor). Una de las evidencias para corroborar 
esta hipótesis podría ser que PKN-NGF, al igual que Mst3, puede usar el Mn2+  como cofactor 
en las reacciones quinasas además del Mg2+ que es el metal iónico cofactor más común. 
Hasta cuatro iones Mg2+ , Mn2+ , Zn2+ , Co2+ activan Mst3 exógeno o endógeno en un rango 
fisiológico. Dado que el Mn2+ es muy abundante en el tejido cerebral y el Zn2+  es importante 
para mantener la función de este tejido, Mst3 puede tener cierta relevancia en él. Para Mst4 
se detecta también por Northern Blot una banda de 3,6-kb en todos los tejidos, aunque la 
mayor expresión se encuentra en placenta y en tejidos del sistema inmune (bazo y timo), 




parte de su dominio quinasa y se han considerado como dominantes negativos de Mst4 in 
vivo (Ling, Lu et al. 2008, Sugden, McGuffin et al. 2013). 
1.2.2. Estructura 
Como otros miembros de las subfamilias GCK, los miembros GCK-II y GCK-III tienen un 
dominio quinasa N-terminal y un dominio regulador C-terminal.  
Las GCK-II (Mst1 y Mst2) tienen un dominio quinasa prácticamente idéntico entre sí 
mientras que sólo muestran el 60% de homología en el dominio regulador. En este dominio 
regulador presentan un par de señales de localización nuclear (NLS, Nuclear Localization 
Signal), una señal de exportación nuclear (NES, Nuclear Export Signal) y presenta un dominio 
de homodimerización SARAH (Salvador, RASSF1, Hippo) consistente en 56 aminoácidos con 
estructura α-hélice en el extremo C-terminal (figura 2). 
En cuanto a las GCK-III (Mst3, Mst4 y SOK1) se describe su estructura detalladamente: 
 Su región N-terminal comienza con una pequeña secuencia variable seguida por una 
secuencia muy conservada de 279 residuos de los cuales 251 se corresponden al dominio 
catalítico o quinasa. Este dominio quinasa se subdivide en 11 subdominios conservados 
en todas las proteínas serina/treonina quinasas. De los 11 subdominios que presenta el 
dominio catalítico N-terminal, el I y el II presentan un sitio de unión a ATP, el VIB 
presenta la secuencia que constituye el bucle T de activación que es el que resulta 
fosforilado durante la activación de la quinasa (Thr178 en Mst3 y Mst4, Thr190 en Mst3b y 
Thr174 en SOK1) y el subdominio VIII contiene una secuencia conservada 
GTP(Y/F/C)WMAPE, denominada “secuencia firma Ste20” que constituye el motivo 
responsable de la unión de las proteínas sustrato (Sugden, McGuffin et al. 2013). 
 Su región C-terminal presenta menor longitud que en el resto de las Ste20 y en ella 
recae el dominio regulador variable, aunque sus 23 residuos N-terminales se encuentran 
bien conservados y constituyen la región NLS. Esta región conservada se continúa con 
una región muy variable (134 residuos en Mst3 y Mst3b, 133 residuos en SOK1 y 119 
residuos en Mst4) que se ha considerado una región altamente desordenada en la que 
también aparece una NES. De hecho, aunque Mst3 y Mst4 comparten hasta un 90% de 




región C-terminal y esta diferencia podría explicar el hecho de que presenten funciones 
opuestas en cuanto a crecimiento celular y hacer responsable así al dominio no quinasa o 
regulador de la función última de estas dos quinasas. Dentro de ese desorden, el 
dominio C-terminal regulador de las GCK-III muestra similitud con el dominio N-terminal 
de homodimerización de una proteína altamente conservada de 212 residuos  
denominada CCM3/PDCD10 permitiendo que se forme un heterodímero, que se ha 
descrito como estructura cristalográfica para CCM3/PDCD10 y Mst4 (Pombo, Force et al. 
2007, Sugden, McGuffin et al. 2013) (figura 2). Más adelante se detallará la estructura de 









FIGURA 2.  Estructura de las GCK-II y GCK-III de las proteínas Ste20 de mamíferos. El nombre y la 
localización de los rasgos más destacados se indican en Mst1 y Mst3 por ser las más estudiadas y mejor 








1.2.3.  Mecanismos de activación de las Msts 
Los mecanismos principales de activación de estas quinasas se pueden resumir en tres: 
corte por caspasas, unión a otras proteínas reguladoras, y fosforilación (puede ser 
autofosforilación) y pueden darse por sí solos o en combinación. La localización de estas 
quinasas dentro de la célula también es un factor condicionante de su función (Radu and 
Chernoff 2009). 
A. Corte por caspasas: las caspasas pueden cortar a las quinasas GCK-III liberando su 
extremo C-terminal regulador y dejando un fragmento con el extremo N-terminal catalítico 
que puede llegar a ser hasta diez veces más activo que la enzima parental. Además, con este 
corte pueden eliminarse secuencias de exclusión nuclear del extremo C-terminal lo que 
permite la translocación del dominio N-terminal al núcleo para llevar a cabo la fosforilación 
de distintos sustratos y así modificar la expresión génica (Radu and Chernoff 2009) (figura 3).  
Por ejemplo, nuestro grupo ha descrito cómo SOK1 se transloca desde el Golgi al núcleo 
después de anoxia química y esta translocación es dependiente de la actividad de caspasas y 
de los aminoácidos 275-292 en el extremo C-terminal del dominio quinasa donde reside su 
secuencia de localización nuclear (NLS) (Nogueira, Fidalgo et al. 2008). 
B. Fosforilación, autofosforilación, inhibición por fosfatasas: bajo ciertos estímulos 
apoptóticos o de estrés como radiación UV, TNF-α, serodeprivación, choque térmico, 
peróxido de hidrógeno, ROS y varios anticancerígenos, las Msts se autofosforilan en 
múltiples sitios incluyendo residuos treonina del bucle de activación, lo que resulta clave 
para su activación ya que el bucle cambia su conformación espacial y el sitio activo quinasa 
queda expuesto. También pueden regularse negativamente por fosforilación como es el caso 
de Mst1, la cual bajo la acción de factor de crecimiento epitelial (EGF, Endothelial Growth 
Factor) disminuye su actividad quinasa (Radu and Chernoff 2009). Además, la fosforilación 
de estas quinasas también puede condicionar su sensibilidad a otros mecanismos como el 
corte por caspasas. Más que requerir la intervención de una quinasa upstream, parece más 
probable que la subfamilia de las GCK-III se active por autofosforilación constitutiva de su 
bucle T en residuo treonina, aunque también podrían autofosforilarse en sitios adicionales 




capacidad que tienen estas quinasas para homodimerizar favorece la trans-autofosforilación 
(Ling, Lu et al. 2008). También es probable que su regulación venga dada por la inhibición de 
fosfatasas que catalicen su defosforilación o por prevención de la interacción/unión de las 
GCK-III con dichas fosfatasas. La fosfatasa candidata para la defosforilación de las GCK-III es 
proteína fosfatasa 2A (PP2A, Protein Phosphatase 2A) ya que se ha comprobado que 
inhibidores de esta como pueden ser el ácido okadaico o la caliculina A desencadenan la 
activación de Mst3 sin actuar como sus agonistas (Sugden, McGuffin et al. 2013) (figura 3). 
C. Dimerización, asociación a otras proteínas reguladoras: estas quinasas pueden unirse 
entre sí formando homodímeros a través de un dominio SARAH o heterodímeros con otras 
proteínas que también contengan este dominio o con otras proteínas con funciones 
relacionadas como se ha descrito para Mst1 (Kyriakis 1999, Hwang, Ryu et al. 2007). Las 
GCK-III (SOK1, Mst4 y Mst3) forman parte junto con CCM3/PDCD10 de un complejo proteico 
denominado STRIPAK (Striatin-Interacting Phosphatase And Kinase) (Kean, Ceccarelli et al. 
2011). Además, las GCK-III pueden interaccionar de forma indirecta con las estriatinas que 
son componentes fundamentales del STRIPAK (figura 4). En este complejo se encuentra 
además de otros componentes, la fosfatasa PP2A que se encarga de restringir la 
autofosforilación y la actividad catalítica de las GCK-III, actuando así el STRIPAK como un 
regulador negativo de las mismas. Además se ha encontrado que la región N-terminal de 
CCM3 interacciona directamente con el C-terminal de las GCK-III, heterodimerización que se 
ha propuesto como importante para para mantener la integridad vascular en la patología de 
las malformaciones cavernosas cerebrales (CCM, Cerebral Cavernal Malformations) 
(Ceccarelli, Laister et al. 2011). Parece que la relevancia funcional de la dimerización radica 
en que favorece la localización citoplasmática de la proteína y en el caso de la interacción 
entre CCM3/GCK-III ayuda al ensamblaje del Golgi y a la orientación celular (Fidalgo, Fraile et 
al. 2010). La unión entre sí o a otras proteínas puede condicionar a otros mecanismos de 
activación. Por ejemplo, la autofosforilación de SOK1 se dispara con la unión de la proteína 
de matriz del Golgi GM130. 
D. Distribución celular: la localización de estas proteínas dentro de la célula parece ser 




también de la estructura que tengan en esa localización. Como se mencionaba, la 
dimerización parece conducir a la retención del complejo en el citoplasma, mientras que el 
corte por caspasas suele relacionarse con el transporte de la proteína cortada al núcleo. 
Algunas de ellas presentan secuencias NES en su dominio C-terminal que al ser escindido del 
N-terminal mediante corte por caspasas permite su translocación al núcleo. De la misma 
forma, existen secuencias NLS que permanecen ocultas en el estado inactivo de la quinasa y 










FIGURA 3.  Las señales apoptóticas conducen a la activación de las Mst mediante fosforilación y corte 
proteolítico. (Vía canónica de activación de las Msts). Un estímulo apoptótico lleva a la autofosforilación de 
las Mst y activación de caspasas. La Mst autofosforilada está activa y fosforila sustratos que amplifican la señal 
apoptótica, aumentando aún más la actividad caspasa. Además, las caspasas activas cortan el extremo C-
terminal regulador liberando el dominio quinasa N-terminal activo lo que permite su translocación al núcleo 















FIGURA 4.  Interacción del núcleo del complejo STRIPAK con el aparato de Golgi, el centrosoma o MTOC, y 
la membrana nuclear. El núcleo del complejo STRIPAK se compone de: estriatinas, PP2A, CCM3/PDCD10 y 
GCK-III. Adaptado de (Sugden, McGuffin et al. 2013). 
1.2.4. Ejemplo de activación de una Mst: Mst3 
A continuación se describe el proceso de activación de Mst3 ya que es una de las GCK-III 
más estudiadas desde el punto de vista de su fosforilación y además es la proteína central 
objeto de estudio de este proyecto de tesis. Mst3, como SOK1, es capaz de autofosforilarse 
in vitro y lo hace en el residuo treonina del bucle de activación (Thr178). La mutación de este 
residuo a una alanina impide la fosforilación de Mst3. La autofosforilación de Mst3 en este 
residuo conduce a su activación mediante corte por caspasas en la denominada vía canónica. 
No obstante, Mst3 puede fosforilarse en Thr182  y en Thr328. Este último parece contribuir a la 
activación de Mst3 favoreciendo su interacción con otras proteínas como MO25 en lo que 
Fuller y colaboradores denominaron como “vía no canónica de regulación de Mst3” (Fuller, 
McGuffin et al. 2012) (figura 5). Estos sitios adicionales de fosforilación contribuyen en 
mayor o menor medida a la función de Mst3 pero no constituyen un condicionante para su 
activación como es el caso de la fosforilación en el bucle de activación Thr178. La vía no 
canónica de Mst3 podría ser aplicable también a otros miembros de la subfamilia GCK-III e 
incluso de la familia GCKVI, aunque todavía faltan estudios que lo confirmen (Sugden, 












FIGURA 5.  Vía “no canónica” de activación de Mst3. Esta vía regula la actividad de Mst3 por defosforilación. 
En su estado basal, Mst3 se mantiene inactiva por acción de la fosfatasa PP2A y por unión a la proteína del 
Golgi (GOLGA2/GM130). Inhibidores de PP2A/PP1 como caliculina A o ácido okadaico estimulan la 
autofosforilación de Mst3 en el bucle T de activación del dominio catalítico Thr178 y la autofosforilación 
simultánea en el residuo Thr328 del dominio regulador. Mst3 fosforilado en Thr178-Thr328 puede disociarse de 
GOLGA2/GM130 y así asociarse con MO25. Mientras la fosforilación de Thr178 resulta clave para la actividad 
quinasa de Mst3, la fosforilación de Thr328 parece necesaria para la formación del holocomplejo activo Mst3-
MO25. Adaptado de (Fuller, McGuffin et al. 2012, Sugden, McGuffin et al. 2013). 
1.2.5. Sustratos y funciones de las Msts: GCK-III 
Además de su capacidad para autofosforilarse, las GCK-III tienen capacidad de fosforilar 
a otras proteínas que constituyen sus sustratos. Aunque todas ellas son similares en su 
dominio N-terminal quinasa, su C-terminal regulador es variable lo que podría ser clave en 
su preferencia por un determinado sustrato. Ya se mencionó anteriormente para el grupo 
completo de las Ste20p de mamíferos su capacidad para actuar como MAP4K en la 
activación o desencadenamiento de vía de señalización MAPK aunque la actuación concreta 
de las GCK-III como MAP4K es discutida y necesita de más estudios puesto que algunos de 
ellos han situado a las MAPK incluso por encima de Mst3. En la tabla 1 se detallan los 






Tabla 1. Resumen de la implicación de las GCK-III en la señalización MAPK. Adaptado de (Sugden, McGuffin 
et al. 2013). 
GCK-III Tipo Celular Resultado Referencias 
Mst3 
 







Su sobreexpresión  activa ERK1/2 pero no JNK o 
p38MAPKs 
 







Su sobreexpresión no activa MAPKs 
 







Su eliminación con shRNA reduce la activación de ERK1/2 
 






Células deficientes para Mst3 son resistentes a la muerte 
celular mediada por H2O2 por la mayor activación de JNK 
 






La inhibición de JNK previene la expresión de Mst3 
inducida por H2O2 o hipoxia 
 
(Wu, Lin et al. 2008, 






Mst3 activa JNKs 
 





NIH 3T3 y 
otras 
 
Su sobreexpresión no activa MAPKs 
 
(Pombo, Bonventre et 
al. 1996, Osada, Izawa 




Hela o PC-3 (¿) 
 
En células expuestas a H2O2, su sobreexpresión en 
combinación con CCM3/PDCD10 incrementa la actividad 
ERK1/2 y la eliminación de ambas reduce la actividad 
ERK1/2. No activa JNK o P38MAPK 
 






Su  sobreexpresión no activa MAPKs 
 







Su sobreexpresión pero no la de su dominante negativo 
activa ERK1/2. No activa JNK o P38MAPK 
 




HeLa y PC-3 
 
Su sobreexpresión en combinación con CCM3/PDCD10 
activa ERK1/2 
 
(Ma, Zhao et al. 2007) 
 
A. Papel en muerte celular 
Las GCK-III se han relacionado con la inducción de apoptosis fundamentalmente tras su 
procesamiento o corte por caspasas (figura 3) y su posterior transporte al núcleo para 
inducir apoptosis a través de la vía de muerte mitocondrial. Mst3 se procesa in vitro por las 
caspasas 3,7 u 8 y genera dos fragmentos de 35 kDa (fragmento N-terminal) y 15 kDa 
(fragmento C-terminal) haciéndolo susceptible de ser miristoilado (un proceso importante 
en la regulación de la apoptosis), revelando una secuencia de localización nuclear (NLS) y 
liberando las secuencias de exclusión nuclear (NES). Al igual que Mst3, SOK1 también es 




oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) para generar un fragmento de 35 kDa N-terminal 
que se transloca desde el Golgi al núcleo para promover apoptosis. No obstante, muchos de 
los estudios llevados a cabo a este respecto se han hecho con estas quinasas 
sobreexpresadas, con la excepción de SOK1, por lo que los resultados han de interpretarse 
con especial cuidado (Sugden, McGuffin et al. 2013). 
B. Funciones en el GOLGI y migración celular 
Las GCK-III se pueden localizar en el Golgi donde interaccionan directamente con una 
proteína cis de Golgi que facilita la fusión de vesículas en este orgánulo y se denomina 
GOLGA2/GM130, y lo hacen probablemente en asociación con CCM3/PDCD10. Se ha 
cuestionado en numerosas ocasiones si el STRIPAK podría tener una función en la integridad 
del Golgi puesto que sus componentes tales como CCM3 y las GCK-III también interaccionan 
con GOLGA2. Aunque no está clara la localización del STRIPAK dentro de la célula, se ha visto 
que sus componentes pueden operar en otros compartimentos independientes de este gran 
complejo y pasar de un complejo a otro en compañía de CCM3/PDCD10 como es el caso de 
Mst4. Asumiendo que la localización de Mst4 y la habilidad del Golgi para reposicionarse 
están interconectadas, la interpretación es que la unión de estriatinas, Mst4 y complejos 
STRIPAK al Golgi, reducen su reposicionamiento (Sugden, McGuffin et al. 2013). La 
eliminación tanto de SOK1 como de Mst4 causa la dispersión del Golgi lo que podría ser 
debido un efecto indirecto de estas quinasas sobre la red de microtúbulos. Se cree, al menos 
para el caso de SOK1, que influencia la integridad del Golgi gracias a su capacidad de 
fosforilar a la proteína 14-3-3ζ (una proteína implicada en eventos de polaridad, adhesión y 
migración celular) (Preisinger, Short et al. 2004). Además estas quinasas resultan 
fundamentales para el proceso de migración  y un dominante negativo de SOK1 o una forma 
activa de Mst4 bloquean este proceso. Esto se debe a que durante el proceso de migración 
el Golgi que se encontraba en una situación perinuclear y con orientación aleatoria se 
reposiciona y se sitúa en el frente de la dirección de migración. El mecanismo depende de la 
interacción de GM130 con SOK-1 y la subsiguiente fosforilación de 14-3-3ζ (Preisinger, Short 




C. Funciones en la membrana plasmática: organización del citoesquelo y polaridad 
celular. Patologías endoteliales 
Las GCK-III se pueden encontrar asociadas a la membrana plasmática reclutadas por las 
adhesiones focales y los complejos de integrina mediante interacción con paxilina. También 
se asocian con las proteínas encargadas de la organización intracelular del citoesqueleto 
cortical de actina denominadas ERM. Un ejemplo de la interacción con ERM lo constituye 
Mst4. Bajo condiciones de estrés oxidativo como el inducido por H2O2, Mst4 se redistribuye 
desde el Golgi a la periferia de la célula donde gracias a la proteína adaptadora 
CCM3/PDCD10 es capaz de fosforilar a las ERM. Esto repercute en la estabilidad de las 
interacciones entre la membrana celular y el citoesqueleto promoviendo la supervivencia 
celular bajo este tipo de estrés y previniendo la apoptosis. También se cree que Mst3 puede 
actuar de la misma forma, pero su acción proapoptótica prevalece sobre la citoprotectiva. 





FIGURA 6.  La fosforilación de las ERM por MST4 
resulta citoprotectiva. El estrés oxidativo disocia el 
complejo CCM3/PDCD10 que entonces puede migrar a la 
periferia celular y permite que Mst4 fosforile a las ERM 
promoviendo la supervivencia celular. Adaptado de 









Las GCK-III también juegan un papel en la regulación de la polaridad celular a través de 
su interacción con otras proteínas como puede ser MO25. MO25 es una proteína de 
andamiaje que contiene el dominio característico “repeticiones armadillo” y forma un 
heterotrímero con LKB1 y STRAD alpha para regular la actividad de la proteína quinasa 
activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase). El complejo LKB1-STRAD-MO25 es 
un importante regulador de la polaridad epitelial y neuronal (Filippi, de los Heros et al. 2011). 
STRAD y Mo25 interaccionan y activan a LKB1 en el citoplasma. Esto tiene como resultado la 
translocación de Mst4 desde las vesículas del Golgi a la membrana apical donde lleva a cabo 
la fosforilación y activación de Ezrina, la cual es esencial para la formación del borde en 
cepillo de las células epiteliales intestinales en el sitio apical. La inhibición de Mst4 impide la 
formación de este borde en cepillo (ten Klooster, Jansen et al. 2009). 
Las malformaciones cavernosas cerebrales (CCM) son una patología vascular muy común 
que afecta a los vasos sanguíneos del cerebro. Estas lesiones se caracterizan por grupos de 
células endoteliales desordenadas que forman cavernas (regiones huecas) en la materia 
blanca del cerebro. Las formas familiares de la enfermedad se encuentran ligadas a 
mutaciones en CCM3 y otros dos genes, KRIT1/CCM1 y CCM2/OSM.  Se ha propuesto que la 
regulación defectiva de Mst3 y Mst4 está implicada en la patología de estas malformaciones 
endoteliales. Específicamente, la fosforilación reducida de las proteínas ERM lleva asociado 
un incremento de la actividad de Rho en las células endoteliales, lo que perturba la función 
de la barrera endotelial (Thompson and Sahai 2015). 
D. Papel en la progresión del ciclo celular  
Mst4 presenta pequeñas diferencias estructurales en el dominio C-terminal que le 
permiten participar en procesos ciertamente distintos a sus homólogas Mst3 y SOK1. En el 
apartado anterior se mencionaba la capacidad de estas dos para promover procesos de 
apoptosis en condiciones de estrés celular, sin embargo Mst4 parece que contrariamente y 
gracias a su capacidad para activar a ERK 1/2 puede incrementar la proliferación celular.  
Mst3 además de su función proapoptótica, también presenta un papel en la progresión del 
ciclo celular mediante la fosforilación de NDR1 y NDR2 (Nuclear Dbf2 (dumbbell-former 2)-




están implicadas en la duplicación del centrosoma y en la progresión G1/S (Ling, Lu et al. 
2008). 
E. Funciones en metabolismo y diabetes tipo II. 
Recientemente se han descubierto efectos metabólicos para SOK1. Algunos artículos han 
establecido que la manipulación de los niveles de SOK1 resulta en una regulación alterada 
del metabolismo. Así, la inhibición de SOK1 en músculo aumenta la utilización de glucosa y la 
oxidación de lípidos tanto in vivo como in vitro, mientras que su sobreexpresión inhibe la 
oxidación de lípidos tanto en músculo como en hígado. Estos resultados apuntan a SOK1 
como una posible diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades tan comunes 
como la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y la esteatohepatitis no alcohólica (NASH, 
nonalcoholic steatohepatitis) (Nerstedt, Cansby et al. 2012, Cansby, Amrutkar et al. 2013, 
Amrutkar, Cansby et al. 2015, Amrutkar, Kern et al. 2015, Amrutkar, Chursa et al. 2016). En 
el capítulo de diabetes de esta introducción, se detallarán los mecanismos por los cuales 
















2. DIABETES MELLITUS 
2.1. Descripción 
Diabetes mellitus (DM) se refiere a un grupo de enfermedades metabólicas comunes que 
comparten el fenotipo de hiperglucemia. Dependiendo de la etiología de la DM, los factores 
que contribuyen a esa hiperglucemia incluyen: una secreción de insulina reducida, una 
mayor producción de glucosa y una menor captación y utilización de la misma. Además la 
desregulación metabólica asociada a la DM produce cambios fisiopatológicos secundarios en 
múltiples órganos que suponen un tremendo impacto tanto para el propio individuo que 
padece diabetes como para el sistema sanitario al que pertenece y abarcan desde 
alteraciones microvasculares: retinopatía, nefropatía… y macro vasculares: complicaciones 
cardiovasculares como enfermedad coronaria, enfermedad arterial periférica, accidentes 
cerebrovasculares… hasta otras no vasculares: cataratas, glaucoma, enfermedades de la 
piel…  
Con una incidencia mundial que va en aumento, la DM va camino de convertirse en una 
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en un futuro próximo (Powers 2016). 
2.2. Clasificación 
 La diabetes se clasifica en función del proceso patogénico que conduce a la 
hiperglucemia, aunque en ocasiones también se ha clasificado según otros criterios como la 
edad de inicio o en función de si se trata de diabetes insulina-dependiente o no-dependiente.  
Las dos grandes categorías reciben la designación de diabetes mellitus tipo 1 (DM1), y 
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Aunque las causas son distintas, ambos tipos de diabetes van 
precedidos de una fase de control anormal de la glucosa antes de que la enfermedad 
progrese. También existen otros tipos menores de diabetes causados por: mutaciones 
génicas específicas que afectan a la secreción o acción de la insulina; ciertas enfermedades 
del páncreas; o asociadas al consumo de algún fármaco. Recibe también especial atención la 
diabetes mellitus gestacional (GDM, Gestacional Diabetes Mellitus). A continuación, se 





•A. Mediada por inmunidad
•B. Idiopática
Diabetes tipo 1: 
(destrucción de células β, 
deficiencia absoluta de 
insulina)





Diabetes tipo 2: 
(puede evolucionar desde un 
estado inicial de resistencia a 
insulina hasta un estado de 
deficiencia en la secreción de 
insulina)
•A. Mutaciones que afectan a la 
función de células beta. Ej: Factor de 
transcripción nuclear de hepatocitos 
(HNF) 4α (MODY 1), Glucoquinasa (MODY 
2), proinsulina o insulina...
•B. Defectos genéticos en la acción 
de la insulina. Ej: Resistencia a 
insulina tipo A, lipodistrofias...
•C. Enfermedades del páncreas 
exócrino. Ej: Pancreatitis, neoplasia, 
fibrosis quística...
•D. Endocrinopatías. Ej: Acromegalia, 
síndrome de Cushing...
•E. Inducida por fármacos o 
químicos. Ej: glucocorticoides, α-
interferon....
•F. Infecciones. Ej: citomegalovirus...
•G. Formas menos comunes 
mediadas por inmunidad. Ej: 
presencia de anticuerpos anti receptor 
de insulina.
•H. Otros síndromes genéticos con 
diabetes asociada: Ej: Síndrome de 




•Cambios metabólicos durante el 
embarazo
•Mayores requerimientos de insulina
Diabetes mellitus 
gestacional






















La prevalencia mundial de la diabetes se ha incrementado considerablemente en las dos 
últimas décadas desde unos 30 millones de casos que se estimaron en 1985 hasta los 415 
millones de 2015. Aún más, se prevé que para el año 2040 ese número se incremente hasta 
alcanzar los 642 millones de personas afectadas (figura 7). Estas cifras suponen que 
actualmente el 8,8% de la población mundial sufre de diabetes, lo que se traduce en 1 de 
cada 11 personas mientras que, en 2040, 1 de cada 10 personas la padecerá. Por otro lado, 
se calcula que 1 de cada 2 adultos con diabetes no ha sido diagnosticado. De todos los casos 
estimados para 2015, 5 millones desencadenaron el fallecimiento del individuo pudiendo 
convertir a la diabetes en la quinta causa de muerte por encima incluso de enfermedades 


















Aunque la prevalencia de ambos tipos de DM (1 y 2) va en aumento, la prevalencia de la 
DM2 se alza más rápidamente y supone el 90% de los casos, debido al incremento en 
obesidad, a los niveles reducidos de actividad como consecuencia de la industrialización y 
del envejecimiento de la población. Afecta prácticamente por igual a hombres y mujeres y 
aumenta con la edad de forma que la mayor prevalencia la encontramos en individuos > 65 
años (hasta un 30% aproximadamente), mientras que en los < 20 años la prevalencia ronda 
el 0,2%. Sin embargo, cada vez se diagnostica más frecuentemente en niños y jóvenes 
adultos, especialmente adolescentes obesos.  Se estima que entre el 5 y el 10% de los 
individuos que desarrollan DM antes de los 30 años tienen la tipo 1 (IDF 2015, Powers 2016). 
2.4. Diagnóstico 
Al hablar de DM es importante definir previamente varios términos dado que es un 
proceso que pasa por varias fases antes de definirse como tal y sufre una evolución desde su 
comienzo pudiendo derivar a otras complicaciones. En primer lugar, es necesario referirse al 
término tolerancia a glucosa que se valora usando fundamentalmente tres, e incluso cuatro 
parámetros que al alcanzar determinados valores permiten determinar un estado normal, de 
prediabetes o diabetes mellitus (Association 2015, Powers 2016) (figura 8): 
A. Glucosa plasmática en ayunas (FPG, Fasting plasma glucose). Se determina la glucosa 
tras al menos 8 horas de ayuno, generalmente a primera hora de la mañana. Si el individuo 
alcanza o supera valores de glucosa de 126 mg/dL se le diagnostica de diabetes. Este 
parámetro también permite definir un estado de hiperglucemia en ayunas o intolerancia a 
la glucosa en ayunas (IFG, Impaired Fasting Glucose) u homeostasis anormal de la glucosa 
en ayunas que la OMS (Organización Mundial de la Salud) define cuando los valores de 
glucosa sanguínea en ayunas se encuentran entre 110-125 mg/dL y se considera un estado 
prediabético. 
B. Test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT, Oral glucose tolerance test). Este test 
consiste en la administración por vía oral de una bebida que contiene una carga de 75 g de 
glucosa. Si transcurridas 2 horas después de su consumo, la glucosa en sangre alcanza 
valores de 200 mg/dL o mayores, se considera un estado de diabetes. Este test permite 




se considera un estado prediabético de hiperglucemia con resistencia a insulina cuando los 
valores de glucosa en sangre se mantienen entre 140-199 mg/dL 2 horas después del inicio 
del OGTT.  Se puede permanecer en estado de IGT durante algunos años antes de alcanzar la 
diabetes.  
C. Hemoglobina A1C. La prueba de A1C mide el porcentaje de hemoglobina glucosilada 
proporcionando una media de la glucosa sanguínea medida durante los últimos dos o tres 
meses. Un valor de A1C comprendido entre 5,7-6,4% es indicativo de prediabetes y se 
considera que un nivel del 6,5% o más, es indicativo de diabetes. Es muy útil para comprobar 
la eficacia de un tratamiento. 
D.  Prueba aleatoria (o casual) de glucosa plasmática. Esta prueba es un análisis de 
sangre en cualquier momento del día cuando se tienen síntomas de diabetes severa. Se 







FIGURA 8. Pruebas para el diagnóstico de diabetes y valores de glucosa en sangre indicativos del estado 
normal, prediabetes o diabetes.  FPG (Fasting Plasma Glucose), OGTT (Oral Glucose Tolerance Test), A1C 
(Tipo de Hemoglobina) (Association 2015). 
2.5. IFG e IGT 
Entender la historia natural de la diabetes tipo 2 es esencial para la detección temprana 
de la hiperglucemia prediabética y para la interrupción de la progresión desde homeostasis 
normal hacia intolerancia a la glucosa. Por ello es necesario referirse con claridad a los dos 
términos característicos de la prediabetes IGT e IFG que constituyen herramientas para 
predecir el elevado riesgo de padecer diabetes, aunque ambas situaciones no tienen que 




medianamente elevados que no siempre tienen por qué acompañarse de valores anormales 
de glucosa a las 2 horas de la realización de un test OGTT. De la misma forma, podemos 
tener una situación de IGT caracterizada por valores anormales de glucosa después del test 
sin que los valores de glucosa plasmática en ayunas estén alterados. Aunque se ha 
considerado la IGT como un mejor predictor del riesgo de diabetes existe cierta controversia 
y algunos estudios muestran a estos dos factores como situaciones consecutivas en la 
progresión de la enfermedad hacia la diabetes por lo que IFG constituiría la antesala que 
evolucionaría hacia IGT y finalmente se desencadenaría la DM2 (Meigs, Muller et al. 2003). 
2.6. Etiopatogenia DM1 y DM2 
La DM1 es una enfermedad de graves consecuencias para el individuo y su etiopatogenia 
está bastante delimitada hacia un proceso autoinmune que consiste en la infiltración de 
linfocitos en los islotes pancreáticos que destruyen las células β-pancreáticas y 
desencadenan un proceso inflamatorio (figura 9). Este proceso parece originarse en muchas 
ocasiones por la influencia de diversos factores ambientales como son la infección por 
determinados virus (p.ej. enterovirus), toxinas, proteínas de leche bovina, o ciertos 
compuestos químicos, en individuos con cierta susceptibilidad genética. Aunque la influencia 
del componente genético no es tan relevante como en el caso de la DM2, se han identificado 
perfectamente regiones cromosómicas relacionadas con su desencadenamiento. Así, por 
ejemplo, polimorfismos en el complejo HLA del cromosoma 6 confieren un riesgo de padecer 
DM1 del 40-50%. Esta región contiene genes que codifican moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase II (MHC-II, Major Histocompatibility Complex class II) implicadas 
en el inicio de la respuesta inmune. Otros genes confieren protección frente a la enfermedad 
(Powers 2016). 
Mientras que la DM1 se caracteriza por un defecto en la secreción de insulina por las 
células β, la DM2 puede consistir no sólo en una falta de sensibilidad a insulina (resistencia a 
insulina) sino que además puede ir acompañado de una secreción anormal de esta hormona 
(figura 9). Como se mencionaba brevemente en la tabla 2, la causa de la DM2 es 
multifactorial pues además de la elevada susceptibilidad genética, influyen en la modulación 




que es una enfermedad que tiene un fuerte componente genético, el riesgo de padecer 
diabetes aumenta si uno de los padres la padece y la probabilidad es de un 40% si la padecen 
ambos progenitores. Presenta un carácter poligénico y los genes que la predisponen no 
están completamente identificados. Se han hecho estudios de asociación del genoma 
completo e identificado varios genes que conllevan cierto riesgo para la DM2. Polimorfismos 
en el gen que codifica al receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR-ɣ, 
Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma) o el gen que codifica la calpaína-10 
(CPN10) son algunos ejemplos. Estudios más recientes, encontraron nuevos loci con 
variaciones como el factor de transcripción 7-like 2 (TCF7L2, Transcription Factor 7-like 2) 
que se relacionan en varias poblaciones tanto con la DM2 como con la intolerancia a glucosa 
y complicaciones cardiovasculares asociadas. Aunque no se conocen ciertamente los 
mecanismos por los que estos loci genéticos aumentan la susceptibilidad a padecer DM2, se 
cree que fundamentalmente lo hacen afectando a la función de los islotes de células β-
pancreáticas, o a la secreción de insulina. En el caso de TCF7L2 se cree que podría estar 
afectando a la señalización por glucagón. Además, estos genes por sí solos no se pueden 
responsabilizar de forma aislada de su influencia para el desarrollo de la enfermedad, sino a 
la interacción de estos con factores ambientales o las interacciones gen-gen (Tong, Lin et al. 
2009, Fuchsberger, Flannick et al. 2016, Powers 2016). 
 
FIGURA 9. Características 
principales de los dos grandes 
tipos de DM. La DM1 se 
caracteriza por un déficit de 
insulina secundario a la 
destrucción inmunitaria de la 
célula β-pancreática. La DM2 es 
el resultado de la combinación 
de un defecto en la sensibilidad 
a la insulina y la secreción de 






3. DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2) 
Fisiopatología de la DM2 
La DM2 se caracteriza por una serie de condiciones que se abordarán detalladamente a 
lo largo de este capítulo 3 y son las siguientes: 
 obesidad central o visceral (en el 80% de casos) 
 resistencia a insulina 
 secreción anormal de insulina 
 metabolismo anormal de las grasas 
 producción excesiva de glucosa en hígado (gluconeogénesis) 
3.1. Obesidad, factor de riesgo para la DM2 
Junto con la predisposición genética, la obesidad es uno de los principales factores de 
riesgo para DM2. Se ha responsabilizado ampliamente a factores ambientales de la actual 
epidemia de obesidad puesto que la elevada disponibilidad calórica y consumo de grasas en 
el contexto de una menor actividad física conducen a un estado de sobrealimentación y 
aumento de las reservas de nutrientes. La obesidad es por tanto el resultado de un 
desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, aunque se han identificado genes que 
predisponen a padecerla y se suman a la influencia del ambiente. Así es el caso de las 
mutaciones en el receptor de melanocortina 4 que responden al 4% de los casos severos de 
obesidad. Otros casos más raros incluyen mutaciones en la leptina y su receptor, en la 
prohormona convertasa 1 (PC1) y en la pro-opiomelacortina (POMC) (Kahn, Hull et al. 2006). 
La obesidad supone actualmente una epidemia incluso más dramática que la de la DM2 y 
es la causa más común de resistencia a insulina en hombres. Como consecuencia, la 
resistencia a insulina inducida por obesidad es el factor dominante para la creciente oleada 
de DM2. De hecho, más del 80% de los casos de diabetes tipo 2 en Estados Unidos se asocia 






3.2. Resistencia a insulina y secreción anormal de insulina 
La condición de resistencia a insulina comprende un amplio espectro de alteraciones con 
hiperglucemia como rasgo característico y habitualmente se incluye dentro de un término 
más amplio conocido como síndrome metabólico, síndrome X o síndrome de resistencia a 
insulina que engloba no sólo la resistencia a insulina, sino que también toda una 
constelación de desórdenes como la hipertensión, dislipidemia (bajos niveles de colesterol 
HDL y elevados de triglicéridos), IGT e IFG, riesgo elevado de enfermedad cardiovascular 
arteriosclerótica… (Moller and Kaufman 2005). 
Una alimentación rica en grasas de forma prolongada se asocia no sólo con el desarrollo 
de obesidad sino también con resistencia a insulina y a una reducción en la liberación de 
esta hormona. Este efecto tiene importantes consecuencias si la función de las células β ya 
es anormal debido a susceptibilidad genética. Para que la obesidad y la resistencia a insulina 
se asocien con DM2, las células β deben ser incapaces de compensar totalmente la falta de 
sensibilidad a insulina (figura 10). Es motivo de debate en cuanto a la DM2 qué se desarrolla 
primero, si la resistencia a insulina o la destrucción de células β. La hipótesis más aceptada 
se decanta por la idea de que la resistencia a insulina precede a un defecto en la secreción 
de insulina, pero la diabetes se desarrollaría sólo cuando su secreción es inadecuada (figura 
10). Así la secuencia de los eventos sería la siguiente: en estadios tempranos, a pesar de que 
se reduce la sensibilidad a insulina (punto A), la tolerancia a glucosa es normal porque las 
células β-pancreáticas intentan compensar el defecto en la señalización de insulina 
produciendo un aporte extra (punto B). A medida que la resistencia a insulina y la 
hiperinsulinemia compensatoria progresan, los islotes pancreáticos se vuelven incapaces de 
mantener el estado hiperinsulinémico. En ese momento se desarrolla IGT o intolerancia a 
glucosa (punto C) caracterizada por la incapacidad de regular la glucosa postprandial. 
Además, el defecto en la secreción de insulina impide la captación de glucosa en los tejidos 
sensibles a insulina, llevando a un aumento de la producción de glucosa hepática por 
gluconeogénesis y alcanzándose un estado de IFG o intolerancia a glucosa en ayunas. En 










FIGURA 10. Cambios metabólicos durante el desarrollo de la DM. La secreción de la insulina y la sensibilidad 
de la insulina están relacionadas. A medida que un individuo se vuelve más resistente a la insulina (evolución 
desde el punto A hacia el B), la secreción de insulina aumenta. Ello conduce a un estado de intolerancia a la 
glucosa (IGT, punto C) y finalmente se alcanza la DM2 (punto D). Adaptado de (Bergman and Ader 2000). 
3.3. Metabolismo anormal de las grasas y otros mecanismos moleculares que 
conducen a resistencia a insulina 
Entender la etiopatogenia de la resistencia a insulina se ha vuelto crucial a la hora de 
desarrollar futuras terapias para frenar la progresión hacia DM2 y otras complicaciones 
asociadas. Entre los mecanismos propuestos en los últimos años, varios autores coinciden en 
un listado de eventos y alteraciones que se desencadenan con la obesidad y que convergen 
en un descontrol de las vías comunes que regulan la acción de la insulina. Las interacciones 
entre obesidad, resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa y funcionamiento inapropiado 
de las células β parecen tener que ver con los cambios experimentados por el tejido adiposo 
durante el desarrollo de la obesidad. El tejido adiposo es un tejido endocrino muy 
importante que modula el metabolismo sistémico mediante la liberación por los adipocitos 
de ácidos grasos no esterificados (NEFAs, Non Sterified Fatty Acids) también llamados ácidos 
grasos libres (FFA, Free Fatty Acids), glicerol, hormonas como la leptina, adiponectina, 
resistina y proteína de unión a retinol 4 (RBP-4, Retinol Binding Protein 4). Además, cuando 
se produce daño celular e inflamación, se liberan citoquinas pro inflamatorias producidas 
por los macrófagos del tejido adiposo como pueden ser el factor de necrosis tumoral (TNF-α, 
Tumor Necrosis Factor-apha), interleuquina 6 (IL6) y proteína quimioatrayente de monocitos 




de tamaño, se hipertrofian e incrementan la liberación de NEFAs y citoquinas 
proinflamatorias, un patrón que parece contribuir a la resistencia a insulina sistémica (Kahn, 
Hull et al. 2006, Rosen and Spiegelman 2006). A continuación, se enumeran en detalle las 
alteraciones que se producen en el tejido adiposo y que conducen a esa resistencia: 
3.3.1. Ácidos grasos libres (NEFAS o FFA) 
La liberación de NEFAs parece uno de los factores aislados más críticos en la modulación 
de la sensibilidad a insulina. La asociación entre lípidos y resistencia a insulina ya se propuso 
en 1963 con los estudios de Randle y colaboradores que propusieron que los ácidos grasos 
impedían la captación de glucosa en algunos modelos de músculo mediante la inhibición de 
la piruvato deshidrogenasa llevando a una reducción en la oxidación de glucosa por glucólisis 
y a la acumulación de intermediarios glucolíticos como el citrato (Randle, Garland et al. 1963, 









FIGURA 11. Efectos diversos de los NEFAs sobre la homeostasis de la glucosa. La resistencia a insulina se 
asocia con un incremento en la lipólisis y la liberación de NEFAs a la circulación. Los elevados niveles de NEFAs 
inhiben la habilidad de la insulina para aumentar la captación de glucosa en músculo y grasa y de reducir la 
gluconeogénesis hepática. Un aumento agudo de NEFAs  (después de la ingesta) tiende a estimular la secreción 
de insulina, mientas que la exposición crónica (como ocurre con resistencia a insulina) tiende a reducir la 




El concepto de “lipotoxicidad” mantiene que los elevados niveles circulantes de 
ácidos grasos se acumulan intracelularmente en los distintos órganos con función 
metabólica: 
A. En músculo, la acumulación lipídica intramiocelular puede llevar a la condición de 
resistencia a insulina (Krssak, Falk Petersen et al. 1999). Cuando este excedente de ácidos 
grasos circulantes difunde a las células de músculo, rápidamente se esterifican con coenzima 
A dando lugar a acil-CoAs. Seguidamente se pueden conjugar con glicerol para formar mono, 
di o triacilgliceroles o esterificarse con esfingosina para formar ceramidas. Tanto los 
diacilgliceroles (DAGs) como las ceramidas actúan como segundos mensajeros en la 
señalización de algunas rutas importantes, pero en exceso, constituyen factores lipotóxicos 
que interfieren en la señalización de la insulina. Así por ejemplo, la acumulación de DAGs 
activa a algunos miembros de la familia de proteínas quinasa C (PKC), las denominadas novel 
PKCs (nPKCs: δ,ε,η,θ) y distintas de las PKCs convencionales (cPCKs: α, βI, βII, ɣ) (Itani, 
Ruderman et al. 2002). Concretamente, se sabe que PKCθ puede fosforilar al sustrato del 
receptor de insulina (IRS1, Insulin Receptor Substrate 1) en serina 1101, lo que inhibe la 
fosforilación en tirosina requerida para la transmisión de la señal de la insulina, impidiendo 
la activación de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y disminuyendo como consecuencia la 
velocidad de fusión de las vesículas que contienen GLUT4 con la membrana plasmática. Así, 
se reduce la cantidad de glucosa que entra en las células musculares y esta se deriva al 
hígado. En cuanto a las ceramidas, impiden la señalización de la insulina downstream de 
IRS1. Se cree que las ceramidas activan por un lado a PP2A quien defosforila a AKT, y por 
otro, que actúan aumentando el secuestro de AKT por una de las isoformas de PKCs atípicas 
(aPKCζ), lo que resulta en su inactivación y en una menor entrada de glucosa a las células 




Además de afectar a la captación de glucosa en músculo, la falta de activación de AKT 
derivada de la acumulación de lípidos produce un descenso de la síntesis de glucógeno por 






FIGURA 12. Lipotoxicidad y resistencia a insulina. La entrada de ácidos grasos (NEFAs) en la célula muscular 
se asocia con un incremento en sus metabolitos Acil-CoA, DAG y ceramidas. Estos factores activan la proteína 
quinasa C, que, a su vez, inactiva el sustrato del receptor insulínico (IRS1) y anula la señal de la insulina 
mediada por la PI3K. El resultado final es la caída del transporte de glucosa. Adaptado de (Medina-Gómez 
2004). 
B. En hígado, la acumulación ectópica de lípidos también llamada NAFLD (Nonalcoholic 
Fatty Liver Disease), produce un desequilibrio en el balance entre la captación y exportación 
de ácidos grasos que puede conducir a resistencia hepática a insulina. Aún más, se ha 
propuesto que es la acumulación intrahepática de lípidos la juega un papel en el desarrollo 
de esta resistencia y no la masa grasa visceral puesto que la eliminación quirúrgica del tejido 
adiposo visceral no mejora la sensibilidad a insulina o la homeostasis de la glucosa de 
individuos diabéticos tipo 2, mientras que si lo hace una dieta hipocalórica que reduce el 
contenido en grasa del hígado en un 85% (Fabbrini, Magkos et al. 2009, Fabbrini, Tamboli et 
al. 2010). Similar a lo que ocurría en el músculo, en el hígado, los DAGs median la activación 
de PKCε e impiden la señalización de la insulina. Las ceramidas por su parte median el 




PKCζ (Powell, Hajduch et al. 2003) lo que en último lugar lleva a la inactivación de FOXO1 y el 
aumento en la expresión de genes gluconeogénicos como PEPCK y G6PC. AKT inactivada, por 
otra parte, no puede promover la síntesis de glucógeno mediada por insulina. En cuanto a la 
lipogénesis del propio hígado, esta se ve aumentada dando lugar a un empeoramiento de la 
situación (Samuel and Shulman 2012) (tabla resumen 3). 
C. En el tejido adiposo, también se ha propuesto que se genera resistencia a insulina 
debido a los elevados niveles de lípidos circulantes procedentes de una dieta alta en grasa. 
Como consecuencia del déficit de señalización de la insulina en este tejido, se 
desencadenaría un aumento de la lipólisis liberándose aún más lípidos que irían a 
reesterificarse a otros tejidos como el hígado y exagerarían más si cabe la resistencia a 
insulina sistémica (Kahn, Hull et al. 2006) (tabla resumen 3). 
D. El páncreas, como se explicó anteriormente, en estadios tempranos de resistencia a 
insulina, intenta compensar el defecto en la señalización mediante el aumento de la 
producción de insulina. Sin embargo, elevados niveles de NEFAs se asocian con una 
inhibición de la síntesis y secreción de insulina y también impiden esa respuesta 
compensatoria inicial de las células β. El déficit de insulina tiene como consecuencia unos 
niveles extremadamente elevados de glucosa en sangre que se consideran dañinos para las 
células β y que contribuyen a aumentar la resistencia a insulina bajo el término de 
“glucotoxicidad”.  
Los elevados niveles de glucosa junto con una exposición crónica a NEFAs, 
constituyen una sinergia que podría explicar la relación entre la afectación de la función de 
las células β y la resistencia a insulina bajo el concepto conocido como 
“GLUCOLIPOTOXICIDAD”. Además, a lo anterior puede añadirse un tercer componente que 
es el riesgo genético para la disfunción de las células β en cuyo caso la progresión desde 
intolerancia a glucosa hacia diabetes tipo 2 es bastante probable (Kahn, Hull et al. 2006) 
(tabla resumen 3). 
E. A nivel de hipotálamo, la resistencia a insulina favorece la transmisión de señales 
para aumentar la ingesta y esto contribuye al estado de obesidad y por tanto a empeorar la 




TABLA RESUMEN 3. Regulación postprandial de la insulina en los principales órganos metabólicos y cambios 
que se producen desde condiciones normales a DM2 inducida por obesidad y desarrollo de resistencia a 
insulina. Elaborada a partir de (Kahn, Hull et al. 2006), (Samuel and Shulman 2012). 
 
3.3.2. Estrés de retículo endoplásmico (estrés ER) y respuesta a proteínas 
desplegadas (UPR, Unfolded Protein Response) 
En los últimos años se ha asociado a la obesidad con la activación de la señalización de 
estrés celular y de las rutas inflamatorias. Un protagonista claro en la respuesta a estrés 
celular es el retículo endoplásmico (ER, Endoplasmic Reticulum), un entramado de 
membranas que tiene como función la síntesis y procesamiento de proteínas secretoras y de 
membrana. Algunas condiciones patológicas conllevan un estrés que interfiere en la 
homeostasis del ER y conducen a la acumulación de proteínas desplegadas o mal plegadas 
en el lumen de este orgánulo. Entre las condiciones que disparan el estrés ER están la 




incremento de la síntesis de proteínas secretoras y la expresión de proteínas mutantes o mal 
plegadas, algunas de las cuales se dan con la obesidad. Algunos autores postularon que la 
obesidad podría ser un estímulo crónico desencadenante del estrés ER en tejidos periféricos, 
fundamentalmente tejido adiposo e hígado y que quizás este a su vez es un mecanismo 
fundamental implicado en el desencadenamiento de la resistencia a insulina y la diabetes 
tipo 2 (Özcan, Cao et al. 2004). 
Para combatir este estrés, la célula activa un sistema de transducción de señales que 
relaciona al lumen del retículo con el citoplasma y el núcleo en lo que se conoce como UPR. 
El sistema UPR consta de tres brazos canónicos que trabajan para reducir las proteínas 
desplegadas del lumen del retículo: enzima-1 dependiente de inositol (IRE-1α, Inositol 
Requiring enzyme 1 alpha), PKR-like ER quinasa (PERK) y factor de transcripción activante 6 
(ATF16, Activating Transcription Factor 6). La UPR está muy ligada a la regulación de la 
lipogénesis permitiendo la expansión de la membrana del ER e incrementando su capacidad 
de manejar proteínas. La capacidad de UPR para causar resistencia a insulina depende en 
último término de si la activación de sus componentes altera el balance entre lipogénesis y 
exportación lipídica. Además, en presencia de estrés ER aumenta la fosforilación de IRE-1α lo 
que conduce al reclutamiento del factor 2 asociado a receptor de TNF (TRAF2, TNF Receptor 
Associated Factor 2) y a la activación de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK1). Como 
consecuencia se desencadena la fosforilación en serina 307 de IRS1 que como anteriormente 
se explicó lleva a un defecto en la señalización de insulina (Samuel and Shulman 2012). 
Adicionalmente, se ha visto que el estrés ER afecta igualmente a la función y supervivencia 
de las células β, y ratones knockout para el brazo PERK de la UPR exhibían un fenotipo de 
destrucción de islotes pancreáticos que recordaba a la DM1 en humanos (Harding, Zeng et al. 
2001). Por tanto, el estrés metabólico inducido por obesidad genera, entre otros muchos 
efectos, un estrés ER que subyace al desencadenamiento de respuestas de estrés e 
inflamación que alteran la homeostasis de la glucosa y suponen un mecanismo central para 
explicar tanto la resistencia a insulina como el deterioro de las células β que conducen en 





3.3.3. Inflamación  
Algunos autores demostraron que en condiciones de obesidad se genera inflamación 
crónica en el tejido adiposo que explicaría al menos parcialmente la resistencia a insulina 
inducida por obesidad (Hotamisligil, Shargill et al. 1993). Cuando la adiposidad alcanza un 
cierto umbral, los adipocitos liberan una serie de factores que inducen la activación de 
macrófagos y su infiltración en el tejido adiposo.  Los macrófagos de tejido adiposo (ATMs, 
Adipose Tissue Macrophages) están altamente activados y presentan una expresión alta de 
genes proinflamatorios que incluyen un conjunto de citoquinas y TNF-α, que se secretan en 
exceso. La unión de TNF-α a su receptor puede llevar a la activación de quinasas 
intracelulares como JNK1 e IKKβ, lo que inhibe la señalización del receptor de insulina por la 
fosforilación en serina 307 de su sustrato IRS1. Esto proporcionaría un mecanismo plausible 
para explicar la relación entre inflamación y resistencia a insulina (Xu, Barnes et al. 2003, 
Johnson and Olefsky 2013) (figura 13). Además, la inflamación del tejido adiposo podría 
incrementar la lipólisis, aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual lo hace. 
Se postula que podría hacerlo a través de un descenso en proteínas estabilizantes de gotas 
lipídicas como la perilipina (Bezaire, Mairal et al. 2009). Un exceso de lipólisis en el tejido 
adiposo podría conducir a la re-esterificación de ácidos grasos que se derivan a otros tejidos 
y contribuir así a la acumulación ectópica de lípidos en hígado. Las citoquinas secretadas por 
los macrófagos (TNF-α, IL-6, MCP-1) pueden señalizar en otros tejidos metabólicos como 
músculo e hígado  produciendo cambios en el balance energético que explicarían una 



















FIGURA 13.  El tejido adiposo obeso se caracteriza por la inflamación y la infiltración progresiva de 
macrófagos.  Con la obesidad se producen cambios físicos y en la función parácrina del adipocito. Se secreta 
TNF-α y citoquinas que hacen que tanto los preadipocitos como las células endoteliales produzcan MCP-1. Esto 
junto con los elevados niveles de leptina hace que se estimule el transporte de macrófagos hacia el tejido 
adiposo y que a su vez produzca más MCP-1 y otras citoquinas que llevan a la activación de quinasas de estrés 
como JNK1 y NFκβ y a un estado de resistencia a insulina. Además, los elevados niveles de glucosa y ácidos 
grasos causan estrés oxidativo y daño a las células endoteliales perpetuando aún más la inflamación en el 
tejido adiposo. Adaptado de (Wellen and Hotamisligil 2003). 
3.4. Producción excesiva de glucosa en hígado, gluconeogénesis 
La homeostasis anormal de la glucosa que produce hiperglucemia en pacientes con DM2 
es consecuencia de muchas alteraciones metabólicas como se ha visto a lo largo de esta 
introducción: un defecto en la secreción de insulina, resistencia  a insulina en hígado, 
músculo y tejido adiposo y por un defecto en la captación y un aumento de la síntesis de 
glucosa. El flujo aumentado de glucosa desde el hígado puede derivar tanto de la 
glucogenolisis como de la gluconeogénesis como de ambas. Sin embargo, sólo la 
gluconeogénesis parece aumentar proporcionalmente con la severidad del estado diabético, 
mientras que la  tasa de glucogenolisis puede ser equivalente a la de un individuo sano 





Tanto un defecto en la captación de glucosa a nivel periférico como la elevada 
producción de glucosa a partir de gluconeogénesis que se produce durante la DM2 son los 
responsables de los niveles altos de glucosa que presentan estos pacientes en ayunas, lo que 
se conoce como IFG, anteriormente definida. Dada la importancia de esta condición del 





























4. METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN AYUNAS 
4.1. Glucólisis y gluconeogénesis 
La homeostasis de la glucosa refleja un balance entre la producción hepática de glucosa y 
su captación y utilización a nivel periférico. La insulina es el regulador más importante para 
este equilibrio metabólico, pero la señalización neural, señales metabólicas y otras 
hormonas como por ejemplo el glucagón resultan en el control integrado para el 
abastecimiento en glucosa y su utilización. En ayunas, los bajos niveles de insulina aumentan 
la producción de glucosa al promover la gluconeogénesis hepática y la glucogenolisis y 
reducen la captación de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina como son el músculo 
esquelético y la grasa. De este modo se promueve la movilización de precursores 
almacenados como aminoácidos, lactato, glicerol y piruvato. El glucagón, secretado por las 
células α-pancreáticas cuando los niveles de glucosa sanguínea o insulina son bajos, estimula 
la glucogenolisis y gluconeogénesis por parte del hígado y la médula renal (Powers 2016) 
(figura 14A). 
En realidad, el primer aporte sustancial de glucosa después del ayuno proviene de la 
glucogenolisis hepática. Puesto que el glucógeno se consume rápidamente entre las 
primeras 2- 6 horas de ayuno y decrece progresivamente después de las 12-40 horas de 
ayuno, entra en juego un segundo aporte proveniente de la gluconeogénesis capaz de 
mantener la homeostasis de la glucosa a partir de las 12-40 horas pudiendo llegar a ser 
máximo a las 60 horas de ayuno (Wahren and Ekberg 2007). En el proceso de glucogenolisis, 
el hígado suple las necesidades de glucosa del cuerpo rompiendo el glucógeno en glucosa-6-
fosfato, que seguidamente es hidrolizada por la glucosa 6 fosfatasa (G6PC) en glucosa libre. 
Por otra parte, la gluconeogénesis es la síntesis de novo de glucosa, consistente en la 
formación de glucosa 6 fosfato desde precursores como lactato, glicerol y aminoácidos como 
la alanina que posteriormente son hidrolizados por la G6PC a glucosa libre (Raddatz and 


























FIGURA 14.   Producción de glucosa por el hígado durante condiciones de ayuno (gluconeogénesis y 
glucogenolisis). A. Durante el ayuno los niveles elevados de glucagón y bajos de insulina desencadenan la 
gluconeogénesis y glucogenolisis. Adaptada de (Diabetes Teaching Center at the University of California 2007). 
B. Gluconeogénesis y glucólisis, enzimas más relevantes y sustratos. Se indican únicamente las enzimas que son 
distintas en ambos procesos. Adaptada de (Marquez 2012). 
 
4.2. Regulación de la gluconeogénesis 
La gluconeogénesis es el proceso crítico llevado a cabo por el hígado para mantener los 
niveles de glucosa sanguínea en un rango normal durante situaciones de ayuno prolongado. 





aunque también se ha propuesto en algunos estudios al intestino de rata (Mithieux, Rajas et 
al. 2004). Aunque es el proceso contrario a la glucólisis, ambas rutas están estrechamente 
reguladas y algunas de sus enzimas son compartidas por los dos procesos. La tasa de 
gluconeogénesis se controla por la activación transcripcional de las enzimas unidireccionales 
presentes en esta ruta, como la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK), preferentemente 
en su forma citosólica (PCK1), por la fructosa 1,6-bifosfatasa (F1,6BPasa) y glucosa-6-
fosfatasa (G6PC), ya que solamente estas enzimas tienen distintos sustratos en 
gluconeogénesis y glucólisis (Pilkis, el-Maghrabi et al. 1988) (figura 14B). La regulación 
transcripcional de estas enzimas se produce tanto en una situación de ayuno activándola, 
como después de la ingesta reprimiéndola. También son clave otras formas de regulación de 
la gluconeogénesis como la ejercida por cantidad de sustrato sobre la enzima bifuncional, 
que se describirá más adelante. 
4.2.1. Activación de la gluconeogénesis en ayuno: GLUCAGÓN y CORTISOL 
Bajo condiciones de ayuno, hormonas catabólicas como glucagón y cortisol interaccionan 
con sus receptores de membrana específicos y éstos a su vez se acoplan a la proteína 
adenilato ciclasa (AC). Esta enzima cataliza la conversión de adenosina trifosfato (ATP) a 
adenosina monofosfato cíclica (AMPc) (Pilkis, el-Maghrabi et al. 1988, Raddatz and Ramadori 
2007). El AMPc actúa como un segundo mensajero que promueve la activación de la vía de 
señalización de la proteína quinasa A dependiente de AMPc (PKA), y esta esta vía es la 
principal responsable de la activación por fosforilación de la proteína de unión al elemento 
de respuesta a AMP cíclico (CREB, cAMP response element-binding).  CREB fosforilado junto 
con sus coactivadores CBP/p300 (CBP, CREB binding protein) y CRTC2 (CRTC2, CREB 
regulated transcription co-activator 2) interaccionan para dar lugar a la activación 
transcripcinal de genes gluconeogénicos (Puigserver, Rhee et al. 2003, Winzell and Ahrén 
2004). La presencia del elemento de respuesta a AMP cíclico (CRE, cAMP Response Element) 
en los promotores de PEPCK, G6Pasa, F1,6BPasa, y piruvato carboxilasa (PC) confirma que la 
unión de CREB y sus coactivadores puede activar directamente la transcripción de estos 
genes. Interesante es además que el complejo fosfoCREB-CBP/p300 activa la transcripción 




(PGC1-α, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), que a su 
vez actúa como factor de transcripción de genes gluconeogénicos para amplificar la 
magnitud de la respuesta gluconeogénica (Oh, Han et al. 2013) (figura 15). 
Además de CREB, FOXO1 (Forkhead box protein O1) constituye el otro regulador 
transcripcional de la gluconeogénesis en ayuno y se regula fundamentalmente por la falta de 
señalización de la vía de insulina/AKT en el hígado. La actividad transcripcional de FOXO1 se 
estimula altamente por su coactivador PGC-1α, por lo que esto podría indicar que se trata de 
un vía crítica en la fase tardía de la respuesta adaptativa a ayuno. Así, el complejo formado 
por FOXO1, PGC1-α y otros factores de transcripción como el factor nuclear de hepatocitos 
(HNF4, Hepatocyte Nuclear Factor) pueden promover la gluconeogénesis a través de su 
unión al elemento de respuesta a insulina (IRE, Insulin Response Element) que ha sido 
situado en los promotores de genes como G6PC y PCK1 (Oh, Han et al. 2013) (figura 15). 
4.2.2. Inhibición de la gluconeogénesis después de la ingesta: INSULINA  
Después de la ingesta de alimentos, la terminación de la gluconeogénesis hepática se 
alcanza por la inhibición transcripcional desencadenada por la señalización de la hormona 
anabólica insulina. Esto se produce gracias a la inactivación de activadores 
transcripcionales/coactivadores promovida por modificaciones post-traduccionales o por la 
activación de represores de genes gluconeogénicos. Un ejemplo de un represor de la 
transcripción es TCF7L2 (TCF7L2, Transcription factor 7-like2) (Oh, Han et al. 2013). En un 
estado postprandial, cuando los niveles de insulina son elevados, se desencadena la 
activación por fosforilación de AKT, una proteína clave para la señalización de la insulina que 
se encuentra downstream del receptor de insulina (IR, Insulin Receptor) y de su sustrato 
(IRS1, Insulin Receptor Substrate 1). La activación de AKT tiene como consecuencia la 
inhibición de la transcripción de genes gluconeogénicos y esta inhibición es mediada por la 
localización celular de substrato downstream FOXO1. FOXO1 es fosforilado en Thr24 y 
Ser256 por AKT en el núcleo y así se promueve su exportación desde el núcleo hacia el 
citoplasma donde permanece retenido por unión a proteínas como 14-3-3 y no puede 
desencadenar la transcripción de los genes G6PC y PCK1 (Brunet, Bonni et al. 1999, Guertin, 




AKT, conduzca a la fosforilación inactivante o degradatoria de TRTC2 impidiendo también la 
transcripción de PEPCK y G6PC (Altarejos and Montminy 2011). 
4.2.3. Otros tipos de regulación de la gluconeogénesis: la enzima bifuncional 
Otra de las enzimas claves en la regulación del metabolismo de la glucosa es la enzima 
bifuncional: fosfofructoquinasa 2/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK2/F2,6BPasa). Las actividades 
de la PFK1 (glucólisis) y la F1,6BPasa (gluconeogénesis) en hígado están principalmente 
reguladas por los niveles del sustrato fructosa 2,6 bifosfato (F2,6P) (activa a PFK1 e inhibe a 
F1,6BPasa). A su vez, los niveles de F2,6P están controlados por la enzima bifuncional  
(PFK2/F2,6BPasa) que se regula por insulina, glucagón, adrenalina… En ayunas, el glucagón 
desencadena la señalización por AMPc que se traduce en la activación del brazo F2,6BPasa 
del enzima bifuncional y esto tiene como consecuencia el aumento en la actividad de la 











FIGURA 15. Activación transcripcional de genes gluconeogénicos. Se muestra la activación en ayunas de 
genes gluconeogénicos mediada por el glucagón y glucocorticoides a través de la señalización de AMP cíclico y 
por la ausencia de señalización de la insulina. Se muestra también la inhibición de genes gluconeogénicos en 
etapa postprandial mediada por la insulina a través de la señalización de AKT.  Adaptado de (Puigserver, Rhee 




4.3. El enzima AKT y la regulación de la gluconeogénesis 
4.3.1. Estructura de AKT 
AKT/PKB (PKB, Proteina quinasa B) es una serina/treonina quinasa que constituye un 
regulador clave en un amplio rango de funciones fisiológicas incluyendo metabolismo, 
proliferación, supervivencia, crecimiento, angiogénesis y migración e invasión. Desde su 
identificación inicial como protooncogén, AKT ha destacado por su importancia como el 
mayor efector downstream de la vía de PI3K. La familia de proteínas quinasa AKT comprende 
tres isoformas altamente relacionadas codificadas por tres genes diferentes:  AKT1 (PKBα), 
AKT2 (PKBβ) y AKT3 (PKBϒ) que comparten un 80% de identidad de secuencia y una 
arquitectura común compuesta por un dominio catalítico flanqueado por un dominio N-
terminal de homología pleckstrina (PH, Pleckstrin Homology) y un dominio C-terminal. Las 
interacciones a nivel del dominio quinasa PH son claves para mantener a AKT en el estado 
activo y además es el responsable de la unión a fosfatidilinositoles posibilitando la 
transmisión de la señalización proveniente de receptores tirosina quinasa (Toker and 






FIGURA 16. Estructura de las isoformas de AKT. Todas las isoformas de Akt poseen un dominio catalítico (KD), 
flanqueado por un dominio amino-terminal PH y por un dominio regulador en el extremo C-terminal.  Se 
muestran en rojo los sitios de fosforilación. Adaptado de (Toker and Marmiroli 2014). 
4.3.2. Activación de AKT 
Las tres isoformas presentan un mecanismo de activación con una secuencia común. 
Tras la activación de receptores tirosina quinasa (RTK) en respuesta a factores de 




polifosfoinositidos PIP3 (PtdIns (3,4,5)P3) y PIP2 (PtdIns (3,4)P2) que son capaces de unirse al 
dominio PH de AKT. Esta unión provoca la relocalización de AKT hacia la membrana donde es 
favorable su fosforilación a nivel de dos sitios regulatorios: Thr308 en el dominio catalítico y 
Ser473 en el domino hidrofóbico. La fosforilación a nivel de Thr308 es mediada por la 
quinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1, Phosfhoinositide-Dependent Kinase 1) de 
forma dependiente de PIP3 y PIP2. En cambio, la fosforilación de AKT en Ser473 en 
respuesta a factores de crecimiento se atribuye a mTORC2 (mTORC2, Rictor-Mtor complex 2). 
mTORC2 junto con mTORC1 constituyen los complejos proteicos a través de los que opera la 
serina/treonina quinasa mTOR, una proteína de 289-kDa que pertenece a la familia de las 






FIGURA 17. Componentes de los dos complejos de los que forma parte mTOR. mTORC1 se compone de 
mTOR, mLST8, raptor y PRAS40, y es sensible a rapamicina. Además de mLST8, el complejo insensible a 
rapamicina mTORC2 contiene a mTOR en asociación con rictor, mSIN1 y PRR5 (Garc and Alessi 2008). 
Algunos autores han indicado que mTORC2, y no mTORC1, juega un papel crucial en la 
fosforilación y activación de SGK1 (SGK1, Serum- and Glucocorticoid-induced protein Kinase 1) 
un miembro de la familia de quinasas AGC (AGC, protein kinase A/protein kinase G/protein 
kinase C) y se estimula bajo la acción de factores de crecimiento, entre ellos la insulina, 
conduciendo a la fosforilación de diversos sustratos como FOXO, el cual estaría regulado por 
SGK1. La fosforilación de FOXO se reduce en células deficientes en mTORC2. mTORC2 puede 
regular a AKT fosforilándola directamente en el sitio del motivo hidrofóbico Ser473 o través 
de la fosforilación que ejerce sobre SGK1 la cual se une a PDK1 para permitir que esta última 
fosforile a AKT en su residuo Thr308 (Guertin, Stevens et al. 2006). Un indicador de la 




fosforilación en Thr346, Thr356 y Thr366 depende de la presencia de mTORC2. Una vez 
activada AKT, a través de sus dos sitios de fosforilación y activación se redistribuye a otras 
localizaciones subcelulares donde fosforila a proteínas diana que contienen el motivo 
adecuado, entre ellas FOXO1, encargado de la regulación de la expresión de genes 
gluconeogénicos (Garc and Alessi 2008) (figura 18). 
 
 
FIGURA 18. Regulación de la fosforilación de AKT. La fosforilación de AKT en el residuo Ser473 es llevada a 
cabo por mTORC2 mientras que la activación de PI3K downstream del receptor tirosina quinasa convierte PIP2 
en PIP3 favoreciendo el anclaje e interacción de AKT y PDK1 a la membrana resultando AKT fosforilada en su 
residuo Thr308. Una vez activada, AKT se redistribuye a distintas localizaciones subcelulares a fosforilar a sus 
sustratos. Las fosfatasas PP2A y PHLPP1/2 defosforilan en sus correspondientes residuos para terminar su 
señalización. Adaptado de (Toker and Marmiroli 2014). 
4.3.3. Inactivación de AKT 
La inactivación de AKT se lleva a cabo por medio de proteínas fosfatasas como PP2A 
(lleva a cabo la defosforilación del sitio Thr308) y la PHLPP (PHLPP, PH domain and leucine-
rich repeat protein phosphatase, se encarga de la defosforilación del sitio Ser473). También 
PTEN (PTEN, Protein Phosphatase and Tensin Homolog), consigue la inactivación de AKT a 




5. EL ESTRÉS OXIDATIVO Y EL PAPEL DE LAS QUINASAS DE ESTRÉS 
COMO HIPÓTESIS UNIFICADORA PARA EXPLICAR LA RESISTENCIA A 
INSULINA Y LA DM2 
5.1. Estrés oxidativo 
Hemos visto que la resistencia a insulina inducida por obesidad es un desorden 
metabólico complejo que precede al desarrollo de la DM2 y que es imposible de explicar a 
través de un único factor etiopatológico. Como indicamos abarca varios factores como el 
desorden del metabolismo lipídico, la inflamación y el estrés ER. Algunos autores proponen 
al estrés oxidativo como un potencial mecanismo unificador para explicar todos los factores 
de estrés que conducen a resistencia a insulina y al desarrollo y progresión hacia la DM2 
(Evans, Goldfine et al. 2002, Eriksson 2007, Yang, Jin et al. 2011). 
El estrés oxidativo indica la acumulación intracelular de especies reactivas de oxígeno 
(ROS, Reactive Oxigen Species). Las principales son: el peróxido de hidrógeno (H2O2), ácido 
hipocloroso (HOCl), superóxido (·O2-), hidroxil (·OH), peroxil (·RO2-) y hidroperoxil (·HO2-). En 
la respiración mitocondrial, las ROS se generan en la cadena de transporte de electrones 
como un subproducto en el proceso de fosforilación oxidativa. Esto ocurre por ejemplo en 
situaciones de elevada oxidación de sustratos energéticos como la glucosa y los ácidos 
grasos. Se han presentado evidencias que sugieren que bajo las condiciones que causan 
resistencia a insulina (inflamación, lipotoxicidad, glucotoxicidad y algunos mediadores 
endocrinos) se produce una excesiva formación de ROS y éstos afectan a las células diana de 
la insulina, en particular, a los adipocitos: por un lado, los elevados niveles de glucosa 
causarían estrés oxidativo debido a la elevada producción de ROS mitocondrial, a la glicación 
no enzimática de proteínas y a la autooxidación de glucosa, por otro, la elevación en los 
niveles de ácidos grasos  causaría estrés oxidativo debido al aumento del desacoplamiento 
mitocondrial y a la β-oxidación  (Evans, Goldfine et al. 2002). 
Como hemos visto, diversos factores característicos de la resistencia a insulina, como 
hiperglucemia e hiperlipidemia resultan en la generación de ROS y en los últimos años se 




poliol, (2) elevada formación de productos de glicación avanzada (AGEs, Advanced Glycation 
End products), (3) expresión aumentada del receptor para AGEs (RAGE), (4) activación de 
varias isoformas de PKC y (5) hiperactivación de la vía de hexosaminas. Además, el estrés 
oxidativo que se genera en pacientes con DM2 se ve agravado por la inactivación de enzimas 
como la óxido nítrico sintasa endotelial con la consecuente generación de especies reactivas 
de nitrógeno (RNS, Reactive Nitrogen Species) y las complicaciones cardiovasculares 
asociadas que ello genera (Franco, Domenico et al. 2011). Todos estos mecanismos que 
generan estrés oxidativo acaban dando lugar a la activación de vías de señalización MAPK 
sensibles a estrés como las p38MAPK y JNK, así como la alteración de vías de señalización en 
las que está implicado el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 
células B activadas (NF-κB, Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y 
también de ciertas isoformas de PKC. Estas rutas tienen en común la habilidad directa o 
indirecta para desencadenar cascadas de señalización con fosforilaciones en serina. Existe un 
elevado número de dianas potenciales de estas quinasas en la ruta de señalización de la 
insulina, incluyendo el receptor de insulina (IR) y el sustrato del receptor de insulina (IRS1). El 
incremento de fosforilación de IR o IRS1 en lugares serina/treonina  disminuye la posibilidad 
de fosforilación en lugares de tirosina, y ello va en detrimento de la transmisión de señal de 
la insulina (Wellen and Hotamisligil 2005, Eriksson 2007) (figura 19). Las formas de IRS1 
fosforiladas en serina/treonina son menos capaces de asociarse con las moléculas efectoras 
por debajo del receptor de insulina, específicamente, la PI3K, impidiendo la acción de la 
insulina y por tanto la activación de AKT y el transporte de glucosa (Evans, Goldfine et al. 
2002). Además, los productos de los genes que se activan por estas estas vías de estrés 
causan daño celular y son en último lugar los responsables de las complicaciones derivadas 
de la DM2, de la resistencia a insulina y del defecto en su secreción por el daño causado a las 
células β (Tangvarasittichai 2015). Por ello, las quinasas de estrés adquieren un elevado 
protagonismo en cuanto a la regulación de la homeostasis de la glucosa y pueden constituir 
herramientas muy útiles para el tratamiento de la resistencia a insulina. En base a ello, 
antioxidantes como la vitamina C, ácido lipoico α (LA, Lipoic Acid), vitamina E y glutatión, 














FIGURA 19.  ROS y estrés oxidativo como mecanismo unificador para explicar la resistencia a insulina. 
Varios factores ejerciendo estrés celular se consideran causantes de la resistencia a insulina a través de la 
producción de ROS y la generación de estrés oxidativo. Adaptado de (Eriksson 2007). 
5.2. Vías activadas por estrés oxidativo y quinasas de estrés 
5.2.1. NF-κB 
NF-κB es un factor de transcripción que juega un papel crítico tanto en la mediación de 
la respuesta inmune e inflamatoria como en la apoptosis. La regulación aberrante de NF-κB 
se asocia con un elevado número de enfermedades crónicas como la diabetes y la 
arteriosclerosis. Se activa a través de una vía consistente en la degradación de su subunidad 
inhibitoria IκB mediada por proteasoma. La enzima que fosforila IκB para su degradación es 
IκB quinasa (IKK), un complejo heterotrimérico consistente en dos subunidades catalíticas, 
IKKα (IKK1), IKKβ (IKK2) y una subunidad reguladora IKKγ. NF-κB puede activarse por 
estímulos exógenos y endógenos incluyendo hiperglucemia, niveles elevados de ácidos 
grasos y ROS, TNF-α, IL-6 y otras citoquinas proinflamatorias, por la unión de AGE a RAGE, 
p38 MAPK, daño a DNA, infecciones virales y radiación ultravioleta. Se cree que la activación 
de NF-κB es el primer evento de señalización que se desencadena con el estrés oxidativo 




vías que conducen a disfunción y daño celular. La generación de ROS y el descenso de las 
defensas antioxidantes debido a un aumento de ácidos grasos libres también conduce a la 
activación de NF-κB por medio de la quinasa PKCθ (como se mencionaba anteriormente, se 
ve activada por el aumento en derivados de ácidos grasos como DAG) (Evans, Goldfine et al. 
2002). 
5.2.2. MAPK 
Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la señalización de las cascadas MAPK 
transduce una gran variedad de señales extracelulares que regulan respuestas celulares. De 
los tres grupos identificados (ERKs, p38 MAPKs y JNK) las ERKs se activan fundamentalmente 
por mitógenos y señales de diferenciación mientras que JNK y p38 MAPK se activan por 
estímulos de estrés incluyendo hiperglucemia, ROS, estrés oxidativo u osmótico, citoquinas 
proinflamatorias, choque térmico y radiación ultravioleta. Se les conoce con el término 
general de proteína quinasas activadas por estrés (SAPK, Stress Activated Protein Kinases). La 
familia SAPK se compone de cuatro isoformas de p38 (p38α,β,ϒ,δ) y tres isoformas de JNK 
(JNK1,2,3).  Aunque ambas p38 y JNK se han implicado en obesidad y resistencia a insulina, la 
más caracterizada en este sentido es JNK (Manieri and Sabio 2015). 
 JNK. JNK1 y JKN2 se expresan ubicuamente mientras que JNK3 se expresa en cerebro. 
Cada una de ellas presenta algunas variantes de splicing. Las JNK activadas se unen y 
fosforilan al factor c-Jun, que una vez fosforilado se une a otros miembros de la 
familia c-Jun y de la familia c-Fos para formar el factor de transcripción conocido 
como proteína activadora-1 (AP-1). A través de la fosforilación de sus sustratos, las 
JNKs inducen respuestas celulares a distintos estímulos, como la apoptosis, 
proliferación y migración celular. JNK1 y JNK2 también se han descrito 
específicamente como reguladores durante la inflamación mediada por obesidad y 
en desórdenes metabólicos en respuesta estrés oxidativo mediado por hiperglucemia. 
La falta general de JNK1 puede conducir a un incremento del gasto energético, una 
menor acumulación ectópica de lípidos y protección frente a la resistencia a insulina. 
Bajo la activación de citoquinas proinflamatorias (p.ej. TNF-α) y ácidos grasos libres, 




receptor (Samuel and Shulman 2012, Manieri and Sabio 2015). No obstante, estudios 
con mutantes tejido-específicos revelaron que las funciones de JNK pueden variar en 
función del tejido y pueden modular la resistencia a insulina y la esteatosis hepática a 
través de distintas acciones moleculares e incluso de forma opuesta. Así por ejemplo, 
la eliminación específica de JNK1 en hígado de ratones producía intolerancia a 
glucosa, resistencia a insulina y esteatosis hepática en contraposición con lo 
encontrado para los mutantes específicos de tejido adiposo en los que la falta de 
JNK1 conseguía reducir la resistencia a insulina inducida por una dieta alta en grasa 
mediante una disminución en la producción de IL-6 (Sabio, Das et al. 2008, Sabio, 
Cavanagh-Kyros et al. 2009). 
 p38 MAPK. Las cuatro isoformas de p38 son codificadas por distintos genes y tienen 
distintos patrones de expresión en función del tejido. p38-α es la más ampliamente 
expresada excepto por el cerebro donde predomina mayoritariamente la isoforma 
p38-β. Todas las isoformas de p38 se activan en respuesta a estímulos apropiados y 
se pueden activar también en condiciones anómalas que cursen con hiperglucemia.  
Aunque el papel de esta quinasa de estrés en metabolismo no está bien definido, se 
sabe que p38-α fosforila algunas proteínas clave implicadas en el metabolismo 
lipídico y de la glucosa. Algunas de sus dianas downstream son importantes factores 
de transcripción implicados en gluconeogénesis como PGC1-α y CREB en hígado. Así, 
un aumento de la señalización por p38-α aumentaría mediante fosforilación las 
actividades de PGC1-α y CREB favoreciendo su unión a las regiones promotoras de los 
genes gluconeogénicos PEPCK y G6PC para promover su transcripción contribuyendo 
aún más al estado hiperglucémico (Puigserver, Rhee et al. 2001, Manieri and Sabio 
2015). Además, la activación de p38 también influye en procesos de inmunidad, 
crecimiento celular y apoptosis e induce respuestas tejido-específicas a estrés que 
influyen en la regulación génica e inflamación mediada por NFκB que en último lugar 
también produce alteraciones sobre la sensibilidad a insulina. No obstante, para 
poder definir mejor el papel metabólico de p38 en cada tejido serían necesarios más 





Como ya se mencionaba anteriormente, las elevadas concentraciones de DAG 
constituyen un activador alostérico de la quinasa de estrés PKC, más específicamente de 
PKCθ. Se ha visto en células endoteliales que la actividad aumentada de PKC proveniente de 
un estado crónico de hiperglucemia genera unos niveles elevados de ROS y ello se asocia con 
muchos procesos implicados en la patología de las complicaciones diabéticas tales como la 
regulación de la permeabilidad vascular, el flujo sanguíneo y la neovascularización. Además, 
la activación de PKC por hiperglucemia y ROS es sinérgica con otras vías como la de las MAPK 
empeorando más la situación (Evans, Goldfine et al. 2002). 
5.2.4. SOK1 como regulador negativo del metabolismo de glucosa y grasa 
SOK1 es una quinasa de estrés que se ha relacionado ampliamente con estrés oxidativo 
y procesos de muerte celular asociados, aunque recientemente se le ha encontrado un papel 
en estrés metabólico. Los primeros datos acerca de SOK1 y metabolismo fueron mostrados 
por Nerstedt et al y demostraron que la eliminación parcial de SOK1 mediante RNA 
interferente en células de rata incrementaba la oxidación lipídica y mejoraba la captación de 
glucosa estimulada por insulina. Desarrollaron experimentos que revelaron que ambos 
efectos podrían estar causados respectivamente porque los bajos niveles de SOK1 
correlacionan con un aumento en la expresión de la proteína desacoplante 3 (UCP3, 
Mitochondrial Uncoupling Protein 3) y a una disminución en la de los transportadores de 
glucosa Glut1 (Slc2a1, Solute carrier family 2 member 1), Glut4 (Slc2a4, Solute carrier family 
2 member 4) y la enzima hexoquinasa 2 (HK2, hexokinase 3) que se encarga de transferir 
fosfato a la glucosa en músculo. De forma concordante con estos resultados este grupo 
observó que la expresión de SOK1 estaba incrementada en el músculo esquelético de 
pacientes con diabetes tipo 2 (Nerstedt, Cansby et al. 2012). De esta forma establecieron por 
primera vez para SOK1, un papel como regulador negativo de la homeostasis de la glucosa y 
de la sensibilidad a insulina a nivel sistémico.  Para corroborar este hallazgo, dentro del 
mismo grupo Cansby et al generaron un ratón transgénico que sobreexpresaba SOK1 y lo 
sometieron a una dieta alta en grasa para inducirles un estado próximo a la diabetes. Estos 




intolerancia a glucosa. También trataron de elucidar el mecanismo por el cual estos ratones 
presentaban resistencia a insulina y así encontraron niveles de expresión elevados de 
distintas enzimas anabólicas: las que regulan la gluconeogénesis; glucosa-6-fosfatasa (G6pc, 
glucose-6-phosphatase catalytic subunit)  y fructosa bifosfatasa 1 (Fbp1, fructose-
bisphosphatase); enzimas responsables de la lipogénesis de novo como la ácido graso sintasa 
(Fasn, Fatty acid synthase); de la síntesis de glucógeno como la glucoquinasa (Gck, 
glucokinase) y de la síntesis de ácidos grasos como la acetil-CoA carboxilasa (Acc, acetyl-CoA 
carboxylase). La ACC sintetiza malonil-CoA que funciona como precursor de la síntesis de 
ácidos grasos y reprime la oxidación lipídica. Un descenso en la capacidad oxidativa 
mitocondrial se traduce en el desarrollo de resistencia a insulina sistémica (Cansby, 
Amrutkar et al. 2013). 
Una de las características que se describía sobre la patogénesis de la diabetes era la 
acumulación ectópica de lípidos en el hígado. Por ello y con los resultados encontrados hasta 
el momento lo siguiente que se propusieron en este grupo fue tratar de descifrar los efectos 
de SOK1 sobre el control del metabolismo lipídico en hígado humano. Encontraron que la 
sobreexpresión de SOK1 en hígado induce acumulación lipídica como consecuencia de una 
menor β-oxidación y una reducción en la secreción de triglicéridos combinada con una 
mayor síntesis lipídica. Dichos efectos se invertían al realizar el experimento contrario de 
disminuir los niveles de SOK1 en hígado. El modelo que propusieron es que SOK1 se 
encuentra en la periferia de las gotas lipídicas de los hepatocitos y controla el reparto de 
triglicéridos que llevan a cabo las lipoproproteínas de muy baja densidad (VLDLs, Very Low 
Density Lipoproteins) a tejidos extrahepáticos. Las gotas lipídicas son la principal fuente de 
acumulación de triglicéridos que luego han de liberarse mediante lipólisis para dar lugar a 
ácidos grasos no esterificados (NEFAS) que pueden ser destinados a β-oxidación a su salida 
del hígado mediante VLDLs. La sobreexpresión de SOK1 conduce a una menor actividad 
hidrolasa sobre los triglicéridos y un menor transporte provocando que se acumulen en 
hígado. Lo contrario ocurre cuando se suprime la expresión de SOK1 (Amrutkar, Kern et al. 




Estos resultados, combinados con los encontrados para músculo esquelético de 
pacientes con DM2 en los que la expresión de SOK1 está aumentada, indican que SOK1 
contribuye a la patogénesis de la resistencia a insulina y lo hace susceptible del desarrollo de 
antagonistas para la intervención terapéutica en fases tempranas de la patología y de sus 
complicaciones asociadas (Amrutkar, Cansby et al. 2015). Los datos más recientes de este 
grupo también revelan una alta correlación entre los elevados niveles de SOK1 en los en 
biopsias de hígados de pacientes con la enfermedad hepática grasa no alcohólica (NALFD, 
Nonalcoholic Fatty Liver Disease) y una elevada probabilidad de que esta evolucione a 






FIGURA 20.  SOK1 regula el metabolismo lipídico y su sobreexpresión o inhibición puede modular la 
progresión hacia la diabetes tipo 2. La sobreexpresión de SOK1 reprime el catabolismo de las gotas lipídicas a 
las que se encuentra unido a través de la supresión de la β-oxidación y de la secreción de los triglicéridos 
asociados a su transportador VLDL (TAG-VLDL), y produce un aumento del anabolismo de lípidos favoreciendo 
DM2. La inhibición de los niveles de SOK1, por el contrario, incrementa la β-oxidación y la secreción de TAG-
VLDL y se produce una síntesis menor de triglicéridos disminuyendo el riesgo de DM2. Adaptado de (Nerstedt, 









































Se sabe que algunas quinasas de estrés se activan en respuesta al estrés metabólico que 
se genera durante el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 e intervienen en la patogenia 
de la resistencia a insulina. A pesar de que se conoce la importancia en estos procesos de 
varias familias de quinasas todavía no se entiende por completo cómo se produce la 
resistencia a insulina y es necesario seguir buscando nuevos mecanismos que arrojen luz 
sobre su patogenia.  
Las GCK-III son quinasas de estrés para las que hasta hace muy poco no se les conocían 
efectos metabólicos. Aunque recientemente se han descrito acciones sobre el metabolismo 
de lípidos para SOK1, no se conocen este tipo de acciones metabólicas para las otras dos 
quinasas de la familia, Mst3 y Mst4, ni si esto tiene una relevancia patológica. En esta Tesis 
nos propusimos conocer los posibles efectos metabólicos de uno de los miembros de esta 
familia: Mst3. Los objetivos concretos fueron los siguientes: 
 
1. Establecer un modelo in vitro de inhibición de Mst3 y Mst4 en el que estudiar las 
posibles acciones metabólicas de estas quinasas. 
2. Establecer un modelo in vivo  de inhibición de Mst3 en el que estudiar las 
acciones metabólicas de Mst3, tanto en condiciones normales como en el 
desarrollo de resistencia a insulina. 
3.  Caracterizar las consecuencias metabólicas de la falta de Mst3.  
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1. CULTIVOS CELULARES 
HepG2: (Human Caucasian hepatocyte carcinoma): esta línea celular fue aislada de la 
biopsia de hígado de un hombre caucásico de 15 años con un carcinoma hepatocelular bien 
diferenciado. Se obtuvo de la ECACC (The European Collection of Authenticated Cell Cultures) 
a través de Sigma-Aldrich. El medio utilizado para el cultivo de estas células fue Eagle's 
Minimum Essential Medium, Earle's Balanced Salt Solution  (EMEM), (EBSS) #M2279 (Sigma-
Aldrich ) suplementado con 10%  v/v  de  suero  bovino  fetal (FBS,  Fetal  Bovine  Serum)  
(Invitrogen)  y  1%  GPS  (200  mM  L-Glutamina,  100 U/mL de penicilina y 10 mg/mL de 
estreptomicina) (Sigma-Aldrich). Estas células se mantuvieron en condiciones de 5% CO2 a 
37°C.  Se pasaban cuando alcanzaban la subconfluencia (70-80%) y se diluían 1:4 lo que 
equivale a 5 x 10,000 células/cm2 usando tripsina/EDTA al 0,25% (Fisher Scientific). 
HEK 293: (Human Embryonic Kidney 293): fueron descritas por primera vez en 1977 
(Graham, Smiley et al. 1977). Se trata de células con morfología epitelial procedentes de 
riñón humano  embrionario,  que  se  transformaron  por transfección con DNA de 
adenovirus de tipo 5. Esta línea celular se obtuvo de la ECACC y se  cultivó  en Dulbecco’s  
Modified  Eagle’s Medium (DMEM)  #D6046  (Sigma-Aldrich)  suplementado  con  10  %  v/v  
de FBS  y  1%  GPS. Estas células se mantuvieron en condiciones de 5% CO2 a 37°C.  Se 
pasaban cuando alcanzaban la subconfluencia (80-90%) y se diluían 1:5 lo que equivale a 5 x 
1,000 células/cm2 usando tripsina/EDTA al 0,25%. 
El mantenimiento,  congelación/descongelación  y  contaje  se hicieron según 
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2. TRATAMIENTOS CELULARES y FÁRMACOS 
 Insulina (Sigma-Aldrich).  Las células HepG2 se sometieron a 24 horas de 
serodeprivación en medio de cultivo con 1% FBS y seguidamente se trataron durante 
20 minutos con una concentración 100 nM de insulina. 
 Inhibidor de PI3K, (LY294,002, Sigma-Aldrich).  Tras 72 horas en cultivo sin cambio de 
medio, las HepG2 se trataron con LY294,002 10 µM o Dimetilsulfóxido (DMSO) 
durante 8 horas para la determinación de niveles de expresión génica y durante 50 
minutos para el análisis de proteínas.  
 Inhibidor de PKA, (H-89 dihydrochloride hydrate, Sigma-Aldrich). Tras 72 horas en 
cultivo sin cambio de medio, las HepG2 se trataron con H-89 10 µM o DMSO durante 
8 horas para la determinación de niveles de mRNA. 
 Análogo de AMPc, (N6,2′-O-Dibutyryladenosine 3′,5′-cyclic monophosphate sodium 
salt, Sigma-Aldrich). Tras 72 horas en cultivo sin cambio de medio, las HepG2 se 
trataron con este análogo de AMPc a una concentración de 1 mM durante 2 horas 
tanto para la determinación de niveles de expresión génica como para el análisis de 
proteína. 
 Inhibidor de PP2A, (Calyculin A, Discodermia calyx, Calbiochem). Se añadió al medio 
de cultivo de las células HepG2 este inhibidor de la fosfatasa a una concentración de 
100 nM durante 10 minutos. 
 
 
3. INFECCIONES LENTIVIRALES 
La línea celular HepG2 se infectó  con  lentivirus felinos  para  la  obtención  de  
poblaciones  estables,  siguiendo  las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich).  En primer 
lugar, se determinó la multiplicidad de infección óptima (MOI, Multiplicity Of Infection) de 
estas células, es decir, el número de partículas de transducción  lentivirales  requeridas  por  
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cada  célula  para  que  hubiera  una transducción  eficiente  sin  citotoxicidad  alta.  Para  ello,  
se  utilizaron  lentivirus  que  transducían  la  proteína  fluorescente  verde  GFP  (MISSION ® 
TurboGFP  Transduction  Particles,  Sigma-Aldrich),  obteniendo  una  MOI  =  5. Para 
aumentar la eficiencia de la transducción se trató a las células previamente con bromuro de 
hexadimetrina (Sigma-Aldrich) a una concentración de 8 μg/mL de medio de cultivo. Además, 
se determinó la concentración mínima de puromicina necesaria para la selección de las 
células infectadas (3 µg/mL). (Puromicina diclorhidrato de Streptomyces albonigerat, Sigma-
Aldrich). 
Las  partículas  lentivirales  se  emplearon  para  silenciar  la  expresión  de Mst3 y Mst4 
por medio de un shRNA (short hairpin RNA): shMst3 (STK24 MISSION shRNA Plasmid DNA 
serine/threonine kinase 24) y shMst4 (MST4 MISSION shRNA Lentiviral Transduction). La 
siguiente tabla incluye las secuencias de los shRNAs seleccionados por su mayor eficiencia: 
Tabla 4. Secuencia de los shRNAs de origen humano utilizados para silenciar la expresión de Mst3 y Mst4. 
 


















Del  mismo  modo,  para  obtener  una  población  control  se  infectó  un número  
equivalente  de  células  con  un  shRNA  inespecífico (MISSION pLKO.1-puro Non-
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4. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS 
4.1. Tranfección mediante Lipofectamina 2000 
La transfección transitoria de las HepG2 se realizó con Lipofectamina 2000 (Life 
Technologies) siguiendo los protocolos indicados por la casa comercial. Se sembraron 1,25 x 
104 células/pocillo de 1,9 cm2 y a las 24 horas se lipofectaron con los plásmidos 
correspondientes a los promotores de enzimas gluconeogénicas G6PC y PEPCK (figura 21), 
un plásmido vacío como control y se cotransfectaron con un plásmido de control de la 
eficacia de transfección conteniendo la enzima β-galactosidasa según las cantidades que se 
indican en la tabla 5. Se dejaron transcurrir 24 horas más después de la transfección y se 
recogieron los extractos proteicos con el buffer de lisis adecuado a este tipo de ensayos 
(Passive Lysis Buffer, Promega). Las mediciones de actividad luciferasa y β-galactosidasa se 
realizaron según procedimientos estándar y se determinaron sus valores de luminiscencia y 
absorbancia respectivamente con el analizador BERTHOLD Mithras LB 940 Multimode 
Microplate Reader.  Los sustratos utilizados para ambas enzimas fueron respectivamente 
Luciferina (Sigma-Aldrich), y ONPG (2-Nitrophenyl β-D-galactopyranoside, Sigma-Aldrich). 
Tabla 5. Se muestra los plásmidos utilizados para la transfección de las células HepG2, indicando su 
procedencia y las cantidades en microgramo por pocillo de 1,9 cm2. 
Plásmido Procedencia μg/pocillo 1,9 cm2 
pGL3-G6P C (-3.9 kb to -21) 
Cortesía de Preeti Ramadoss 
(Boston, Massachusetts) 
0,3 μg 
pGL3-PEPCK (-467 pb del 
promotor PEPCK de rata) 




Generado en el laboratorio 
mediante procedimientos estándar 
0,4 ug 
pCMV5HA-φ - 0,3 ug 
pCMV5HA-Bgal Clontech 0,3 μg 
PBluescript - Hasta completar 1 μg/pocillo 
 




FIGURA 21. Esquema del vector pGL3 indicando el lugar de inserción de los promotores de G6PC y PCK1 en 
el MCS (multicloning site). pGL3-G6P C (-3,9 kb a +21 del promotor de G6PC) y  pGL3-PEPCK (-467 pb del 
promotor PEPCK de rata) fueron cedidos por cortesía de Preeti Ramadoss (Beth Israel Deaconess Medical Center 
and Harvard Medical School, Boston, Massachusetts  02215, USA) (Ramadoss, Unger-Smith et al. 2009). 
4.2. Transfección mediante el método de precipitación con fosfato cálcico 
Las células Hek293 se transfectaron mediante la técnica de fosfato cálcico (Wigler, Sweet 
et al. 1979). Se sembraron 600.000 células/placa 21 cm2 y a las 24 horas cuando alcanzaron 
una confluencia del 80% se les cambió el medio 2 horas antes de añadir una mezcla 
conteniendo los plásmidos (tabla 6) según el siguiente protocolo: 
1) Pipetear gota a gota la mezcla que contiene los ácidos  nucleicos sobre  el HeBS2x 
(HeBS2x, HEPES-buffered saline (HeBS) solution, 2x)  (tabla 7) mientras  éste  se  
burbujea  con  una  pipeta  Pasteur,  para  facilitar  la formación  de  precipitados  de  
fosfato  cálcico (cristales).    
2) De  la  mezcla  anterior  añadir  400  µL  por  placa de  60mm,  distribuyendo  lo  más  
homogéneamente posible y mantener en cultivo durante 16 h. De esta forma se 
transfecta cada placa con una cantidad total de DNA de 12 µg /placa de 21 cm2.  
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3) Tras 16 horas, retirar el medio, lavar 2 veces con PBS (PBS, Phosphate Buffer Saline)  y 
añadir medio fresco. A partir de aquí,  se  considera  el  tiempo  0  horas  o  el  
momento  de inicio de la transfección. 
4) A las 48 horas de la transfección recoger el extracto proteico (ver apartado 9) y 
proceder con la inmunoprecipitación según se describe en el apartado 13. 
Tabla 6. Se indican las cantidades en μg de cada plásmido y las cantidades en μL de los reactivos CaCl2 y 
HeBS2x para cada condición de la proteína que se desea sobreexpresar. 
Plásmido Control Mst3 AKT Mst3+AKT 
pMig-w-φ 6 μg 6 μg - - 
pCMVHA-φ 6 μg 3 μg 6 μg 3 μg 
pCMVHA-Mst3 - 3 μg - 3 μg 
pMig-w-MyrAKT - - 6 μg 6 μg 
CaCl2 0,5M 125 μL 125 μL 125 μL 125 μL 
HeBS2x 250 μL 250 μL 250 μL 250 μL 
H2O Hasta 500 μL Hasta 500 μL Hasta 500 μL Hasta 500 μL 
 
Tabla 7. Se muestran los plásmidos utilizados para la transfección de las células Hek293, indicando su 
procedencia y las cantidades en μg por placa de 21 cm2. 
Plásmido Procedencia μg/placa 21 cm2 
pMig-w-φ Marcos Ríos Hasta completar 6 μg 
pCMVHA-φ - Hasta completar 6 μg 
pCMVHA-Mst3 
Generado en el laboratorio mediante 
procedimientos estándar 
3 μg 
pMig-w-MyrAKT Marcos Ríos 6 µg 
 
Composición del HeBS2x: 
NaCl 0,28 M/ Hepes (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-Ethanesulfonic acid) 0,05 M/ Na2HPO4 
1,5 mM.  Ajustar bien el pH a 7,05 con NaOH. 
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5. AMPLIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS 
5.1. Cultivo bacteriano 
Para la amplificación de estos plásmidos se transformaron bacterias de la cepa 
Escherichia coli (Subcloning effiency  DH5α: F-  φ80lacZ∆M15  ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 
endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- , Invitrogen).  Para el  crecimiento  
de  las  bacterias  se  utilizó  el  medio  LB   (Luria-Broth)  (triptona  1%,  extracto  de  levadura  
0,5%,  cloruro  sódico  1%  en  agua destilada).  Para  la  selección  de  las  bacterias  
transformantes,  el  medio  se suplementó  con  antibiótico  según  la  resistencia  conferida  
por  el  plásmido (Ampicilina  100  µg/mL , Sigma-Aldrich).  Las  condiciones de crecimiento 
fueron 18h a 37ºC y 225 revoluciones por minuto (rpm).  
Para la  preparación  de  placas  con  medio  sólido  se  utilizó  el  medio  LB 
suplementado con agar bacteriológico a una concentración de 1,5%. En estas placas, que  se  
utilizaron  para  la  selección  de  transformantes,  también  se añadió  el  antibiótico  
correspondiente,  después  de  esterilizar  el  medio  y previamente  a  su  solidificación.  
Tanto el medio líquido  como  las  placas  se prepararon en condiciones de esterilidad.  
5.2. Obtención del DNA plasmídico  
Para la purificación de los plásmidos a partir del cultivo bacteriano en primer lugar se 
picaron colonias aisladas de las placas de LB, que se crecieron en un mini cultivo y luego se 
purificaron mediante la técnica denominada miniprep para comprobar en primer lugar su 
correcta secuencia (apartado 5.4): 
 Minipreps: Para la recuperación del DNA plasmídico a pequeña escala (minipreps) se  
utilizó  el  kit  GeneJET  Plasmid  Miniprep  Kit  (Fermentas)  siguiendo  las 
instrucciones del fabricante. A partir del midi cultivo se obtuvo un cultivo a mayor 
escala o midi cultivo que posteriormente se purificó mediante la técnica de midiprep: 
 Midipreps: El midi cultivo se realiza en  150  mL  de  LB suplementado  con  el  
antibiótico  correspondiente  durante  18 h  a  37º  C  y  225 rpm. Para la 
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recuperación del DNA plasmídico se utilizó el kit NucleoBond Xtra Midi EF (Macherey-
Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
5.3. Cuantificación de la concentración del DNA plasmídico  
Para  cuantificar  la  concentración  de  los  ácidos  nucleicos  se  utilizó  un 
espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), midiendo la absorbancia a  260  nm.  
La  relación  D.O. 260 nm /D.O. 280 nm  permite estimar  el  grado  de pureza de las 
muestras, siendo 1,8 el valor óptimo. También se comprobó la integridad del DNA 
plasmídico mediante gel de agarosa (se describe su realización más adelante). 
5.4. Digestión con enzimas de restricción 
Se realizaron los cortes necesarios con enzimas de restricción para la comprobar la 
autenticidad de los plásmidos que contenían los promotores de G6PC y PEPCK. La digestión 
con las enzimas de restricción KpnI y XhoI (New England BioLabs) se realizó bajo las 
condiciones óptimas recomendadas por las casas comerciales específicamente para cada 
enzima y liberaban ambos fragmentos de promotor de G6PC y PEPCK y un fragmento 
restante correspondiente al vector pGL3. El resultado se comprueba en geles de agarosa 




6.1. Procedimiento para la fijación, tinción y montaje de las células 
Se sembraron 1,25 x 104 células HepG2/pocillo sobre cubreobjetos de 12 mm de 
diámetro, en placas de 24 pocillos para cultivo celular. Antes de  añadir  las  células,  los  
cubreobjetos  se  pretrataron  con  Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich) durante 5 min, para mejorar 
la adherencia de las células.  Para  la  realización  de  las  inmunofluorescencias  se  siguió  el  
siguiente protocolo:  
1) Aspirar el medio de cultivo y lavar las células con PBS Ca2+ /Mg2+.  
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2) Fijar las células con paraformaldehído al 4% pH 7,4 durante 15 min a temperatura 
ambiente (RT, Room Temperature). Tres lavados con PBS.  
3) Bloquear y permeabilizar con solución de bloqueo (PBS 1x/ Suero de cabra 5%/ Triton 
X-100 0,3% durante 60 min. Tres lavados con PBS.  
4) Incubar con el anticuerpo primario preparado en buffer de dilución de anticuerpo 
(PBS 1x/ BSA (Bovine Serum Albumine) 1%/ Triton X-100 0,3%) toda la noche (ON, 
over night,) a 4º C (ver tabla 17, anticuerpos y sus diluciones). Tres lavados con PBS.  
5) Incubar con el anticuerpo secundario (ver tabla 18), que lleva conjugado un 
fluoróforo, durante 1 hora RT. Añadir también Hoechst (33342) 5 µM, un compuesto 
autofluorescente a 405 nm que tiñe el DNA (Sigma-Aldrich). Tres lavados con PBS.  
6) El montaje de los cubreobjetos se realiza sobre portaobjetos de 26 x 76 mm      
(Deltalab). Se empleó un medio acuoso de montaje, FluoroshieldTM, con agentes 
contra la pérdida de fluorescencia (Sigma-Aldrich). 
 
6.2. Obtención de imágenes mediante microscopía 
Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal (Confocal Microscopy Leica 
TCS SP5), objetivo APO CS 63x/1.32, usando como medio de transmisión aceite de inmersión 
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7. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
El uso de todos los animales de experimentación fue aprobado por el comité ético de la 
universidad de Santiago de Compostela (procedimientos del Prof. Juan Bautista Zalvide 
Torrente; 1500AE/10/FUN01/PATO5A/JZT y 150010/14/003) de acuerdo con la normativa 
europea y española para el uso de animales de experimentación animal. En vista de las 
consideraciones éticas asociadas al uso de animales, los diseños experimentales se 
realizaron teniendo en cuenta el principio de las tres R (reemplazo, reducción y 
refinamiento). En base a estos principios, durante la realización de esta tesis, se aseguró que 
los procedimientos realizados fueran aquellos que: implicaran el uso mínimo de animales 
para alcanzar los objetivos; afectara lo mínimo a la capacidad para sentir dolor, sufrimiento, 
angustia o daño duradero; y por tanto, tuvieran mayores probabilidades de producir 
resultados satisfactorios. Debido a la naturaleza intrínseca de esta tesis (objetivos y 
perspectiva terapéutica) resultó de gran relevancia validar los hallazgos in vitro con células 
HepG2 en un sistema in vivo que implicaba el uso de ratones. Sin embargo, se realizaron 
esfuerzos con el fin de reducir al máximo el número de roedores utilizados en los 
procedimientos. Con este objetivo, se estudiaron las diferentes variables a evaluar en cada 
experimento y se coordinó su diseño. La metodología empleada permitió la recolección de 
múltiples muestras de tejidos y la realización de distintos análisis sobres los mismos 
animales siempre que fuera posible. 
En todos los procedimientos se usaron ratones generados a partir de células madre 
AM0826 de tipo 129/OLA conteniendo un vector (trap cassete) insertado en su genoma que 
interrumpe el gen de Mst3 (estas células se obtuvieron del Consorcio Internacional del Gene 
Trap (IGTC, Gene Trap International Consortium,). Las quimeras obtenidas tras la 
implantación de estas células que portaban la mutación en Mst3 se cruzaron con ratones 
C57/BL6J para obtener un fondo genético mixto de tipo 129sv/C57BL6J (Background 
(B6;129)). El genotipado y los detalles acerca de la generación de esta cepa se detallan en el 
apartado de puesta a punto del modelo animal del capítulo de resultados puesto que ha sido 
de gran dificultad y ha entrañado el detectar el lugar exacto de inserción de la mutación.  
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7.1. Genotipado de los ratones transgénicos 
7.1.1. Selección de los oligonucleótidos para el genotipado 
Los oligonucleótidos que se usaron para la determinación del lugar exacto de inserción 
se indican en la tabla 8, fueron diseñados por el software BioEdit y se encargó su síntesis a 
Sigma-Aldrich. Se muestran también las condiciones ajustadas para la amplificación del 
intrón 2 de Mst3 con combinaciones de estos oligonucleótidos mediante la técnica de Sybr 
Green en el termociclador (Mastercycler RealPlex4,  Eppendorf) (tabla 9). 
Tabla 8. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación por Sybr Green del intrón 2 de Mst3. Las 









A1 i2_500 GCTCCCTGTCTTTTCTCTGTCC 65,3 
B1 i2_1000 GGGCCTGCTCCTTTTCTGACTT 68,3 
C1 i2_1500 CTGTACTAGCTGAAGGGCCTGA 64,5 
D1 i2_2000 GTCTAAGAATTACCTGCTTAGG 55,5 
E1 i2_2500 GAACTGTTTGTAGATTATGTTT 51,8 
F1 i2_3000 GATGAGGCCGTACCATTAACTA 61,7 
G1 i2_3500 TCAGTCAAATGGCTAAAATTAC 57,4 
H1 i2_4000 TGGATGTACCATCCGGAGAGAC 67,2 
A2 i2_4500 TTTAATGGTGGTTTATCACAGC 60,3 
B2 i2_5000 CCAGACCAACTGTGGACCCTGG 72,1 
C2 i2_5500 TTTGTTTGTTTTGTTTTTTTGT 57,8 
D2 i2_6000 ACAGATTCCTATAAGCACCCAT 60,3 
E2 i2_6500 TCTTGTTAGTCCCTTTAGCAGG 61,2 
F2 i2_7000 GAGACTCCGGCAGACTCTGAAT 65,9 
G2 i2_7500 CTCATTTTTACTCTTGTCACTT 54,4 
H2 i2_8000 CCCTCAGCTATGGTAAGAGGCG 67,8 
A3 i2_8500 AGTTGATTCTTCCGGGAAGTAA 62,6 
B3 i2_9000 GCACAAGGTTGATGATAGATCA 61,5 
C3 i2_9500 CTGGAAGGAAGATCTTTGGTTC 62,8 
D3 i2_10000 TTGGCAGAGGTGTGATTGCCAT 70,8 
E3 i2_10500 TTTAACCCTTGCAGATTATCTG 59,7 
F3 i2_11000 GTTATGAATGCCAGGTTATTAA 57,2 
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G3 i2_11500 CTCTAGGACTCCCAGGCCACAT 67,6 
H3 i2_12000 TGAAAGCATACTTTATTTTCCA 57,9 
A4 i2_12500 GGTGAGGGACATCAGGGCGTGA 74,7 
B4 i2_13000 GCAGGTGAGGAAACTGGACTAG 64 
C4 i2_13500 AGACTCCCTGCCTCCGAATGCC 73,5 
D4 i2_14000 TTCCTCCCGGCTCATTGTGGCT 74,6 
E4 i2_14500 CTTGGGCCCACGCAAACGCTTT 76,1 
F4 i2_15000 CAGTGTTGTGGCCTCTCTGGTT 67,6 
G4 i2_15500 CTCTTAGATCATTGCTTGAGA 57,4 
H4 i2_16000 CGGATCCCACACATGCACCTAT 69,9 
A5 i2_16500 AGAATGATGTAAATCATAGATA 49,7 
B5 i2_17000 TGTCTGCAGATGATAAAGGCAA 64,5 
C5 i2_17500 GCGTGTACCACCACTGCCTGGC 74,9 
D5 i2_18000 TATCCAGTCTCTGTATGCTTAG 55,3 
E5 i2_18500 TGTCTCATTTTAGCTGAAGTTT 57,3 
F5 i2_19000 AAAGACAGGGCTGCTGTGGAAA 69 
G5 i2_19500 GGTAAGTTGGATTTCTGTTTTA 56,5 
H5 i2_20000 GGATACCCTTGGAGTTGACCTT 64,1 
A6 i2_20500 TTTGAAAGCACAAGAGGATGCT 64,9 
B6 i2_21000 CTTAGTTCTAGGGAGGTAAATG 55,4 
C6 i2_21500 CCCCCCCCAGGCTCTGGTGTTT 76,5 
D6 i2_22000 AAATCATTTCGTTGCTTTTTCA 62,2 
E6 i2_22500 TTTATTTCTTCACAAAATCCAT 56,8 
F6 i2_23000 CAGTGCCTGAACTCTCTTTCTC 62,1 
G6 i2_23500 GGCCATCTCCTGCCCCTCCCCT 77,7 
H6 i2_24000 ACCCACAGAGCGGCAGCGCAAA 78,5 
A7 i2_24500 TACAGCCATGAAGTTGTTGTGT 62 
B7 i2_25000 TGTCCCACCATGGACCCTGTCA 74,2 
C7 i2_25500 ATTACAGAGGTGCACTACCACA 61,1 
D7 i2_26000 GTGTTGTGAATATGTGTGTGTT 57,3 
E7 i2_26500 CCAGCAGAGGAGGGTCACAGTG 70,6 
F7 i2_27000 AGGTCAGTCGTTAGGAAATAGT 57,5 
G7 i2_27500 AAAACAAGTTAGTCCCAGTGCC 63,1 
H8 i2_28000 GCACCATGTTTGAGCAGATCCA 69,4 
A8 i2_28500 CCCAACCCCAGCGAGTACAAAA 70,7 
B8 i2_29000 TGGTGGGTGGGAAGTGTTCTGT 69,9 
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C8 pGT10_8f AATTCATGGGAAGAGGAACC 61,7 
D8 pGT10_283f GCCCTGCTCCCTCATCCTCAGC 74,4 
E8 pGT10_603f ATGGTCGGGCCTTCTCCAGCCT 74,7 
F8 pGT10_882f CTGCCAACTATGTAGGAGGAAG 61,6 
G8 pGT10_1188f CCTCAGCCTTGGCTCCTCCTGG 74,2 
H9 pGT10_1490f GTATCTGCAACCTCAAGCTAG 58,2 
A9 pGT10_396r CATCCGGGACAGTGCAGATCC 71,2 
B9 pGT10_904r CTTCCTCCTACATAGTTGGCAG 61,6 
C9 pGT10_1302r GGAACTTCGGAATAGGAACTTC 61,7 
Control + Oligo_80 reverso ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGG 59 
 
Tabla 9. Condiciones de la PCR cuantitativa tipo Sybr Green. 
Paso Tª (ºC) Tiempo Nº ciclos 
Pretatamiento UDG 50 2 min 1 
Desnaturalización inicial 95 10 min 1 
Desnaturalización 95 15 seg 
 
40 
Anillamiento 55 30 seg 
Extensión 72 1 min 
 
7.1.2. Extracción de DNA a partir de un fragmento de cola 
 Para genotipar a estos ratones se tomó una pequeña muestra de la punta de la cola, lo 
que se hacía a los 21 días de edad, una semana antes del destete.  A continuación, o se 
almacenaba la muestra a -20ºC o se procedía con la extracción de ADN. Para la extracción de 
ADN se añadían 450 μL de tampón de cola (tail buffer) y 15 μL de Proteinasa K 20 mg/mL 
(Promega) para luego incubar toda la noche a 55ºC. La composición del tampón de cola es la 
siguiente: SDS 1%/ NaCl 0,1 M/ EDTA 0,1 M/ Tris 0,05 M pH 8). Una vez digerido el ADN se 
procedió según el protocolo: 
1) Añadir 200 μL de acetato potásico 5 M sobre el tampón de cola con la cola 
digerida. Agitar bien y dejar reposar 1-2 min. 
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2) Centrifugar a 12.000 rpm durante 2-3 min. En este punto debe observarse un 
precipitado en el fondo del tubo.   
3) Eliminar el sobrenadante y transferir a un tubo nuevo. 
4) Añadir aproximadamente 700-800 μL de isopropanol al sobrenadante.  Agitar 
bien y dejar reposar de 1-2 min.  
5) Centrifugar a 12.000 rpm durante 2 min.  En este momento se debe visualizar un 
pequeño pellet. 
6) Eliminar el sobrenadante teniendo cuidado de no perder el precipitado. 
7) Añadir 600 μL de etanol 70% e invertir el tubo varias veces para lavar el pellet. 
8) Centrifugar a 12.000 rpm durante 2 min. 
9) Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente 
(15-20 min dejando los tubos abiertos). 
10) Resuspender en aproximadamente 50 μL de tampón TE (Tris-EDTA) y guardar a 
4º C hasta el momento de la PCR. 
7.1.3. Amplificación mediante PCR convencionalUna vez determinado el lugar 
de inserción del vector se procedió a la síntesis de unos oligonucleótidos válidos (tabla 10) 
para el genotipado a partir de DNA genómico procedente de la cola del ratón mediante una 
PCR convencional con las condiciones que se indican en la tabla 11. La síntesis de estos 
oligonucleótidos se encargó a Thermo Scientific. 
Tabla 10. Oligonucleótidos para el genotipado de ratones Wild Type (WT) o Gene Trap (GT). 
Denominación Secuencia (5’3’) Dirección Tm (ºC) 
Oligo 17941f AAAGCGGTGGGGAAATTAGAAAA Directo 57,1 
Oligo 18245r CTCTGTATAGCCCTGGCTGCATACAA Reverso 59,6 
Oligo GT GGCACCCACGACCTGGCTTA Reverso 59,4 
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Tabla 11. Condiciones de la PCR convencional para el genotipado de ratones WT o GT. 
Paso Tª (ºC) Tiempo Nº ciclos 
Desnaturalización inicial 95 3 min 1 
Desnaturalización 95 30 seg 
 
33 
Alineamiento 56 30 seg 
Extensión 72 45 seg 
Elongación final 72 10 min 1 
 
Las cantidades usadas de cada reactivo para una reacción de volumen final 20 μL fueron: 
 H2O miliQ 11,64 μL 
 Tampón Taq Polimerasa 10x (Thermo Fisher Scientific)  2 μL 
 Mezcla de dNTPs 4 mM (dTTp, dCTp, dGTp, dATp) (Invitrogen) 1 μL 
 Oligo 17941f 5 μM 1,6 μL 
 Oligo 18245r 5 μM 1 μL 
 Oligo GT 5 μM 0,6 μL 
 Taq Polimerasa (DreamTaq, Thermo Fisher Scientific)  0,16 μL 
Las incubaciones se hicieron en el termociclador T-personal Thermal Cycler (Biometra) 
7.1.4. Electroforesis en gel de agarosa 
La separación de los fragmentos de  DNA correspondientes al alelo WT o alelo GT se  
realizó  mediante electroforesis  en  gel  de  agarosa  según  los  procedimientos  descritos  
por (Sambrook, Fritsch et al. 1989). El gel se preparó a una concentración de agarosa del 
1,5% en tampón de electroforesis TAE (Tris 40 mM pH 7,6/ Ácido acético 20 mM/ EDTA 1 
mM) y se le aplicó un voltaje de 90 V y una intensidad máxima de 400 mA durante 40 
minutos sumergido en tampón de electroforesis. El DNA se visualizó mediante la 
incorporación de Red Safe (iNtRON Biotechnology) al  gel,  usando  un  transiluminador  de  
luz  ultravioleta Gel  Doc  1000  (BIO-RAD).  Se  utilizó un  marcador de peso molecular de 
100 pares de bases (Invitrogen).  
7.2. Estabulación  
Los animales se estabularon en condiciones controladas de luz (12 horas luz/ 12 horas 
oscuridad) y temperatura (22ºC). Los animales se mantuvieron con acceso libre a comida y 
agua, excepto en los procedimientos experimentales que requirieran un ayuno nocturno 
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(como se especificará más adelante). Para su mantenimiento general y cría se alimentaron 
con un pienso sólido comercial que constituía una dieta SD (Standard Diet, dieta estándar) 
(Harlan Laboratories, #2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet). En el caso 
del modelo de obesidad inducida por dieta, a las 8 semanas de edad se les sustituía la dieta 
SD por una dieta alta en grasa (HFD, High Fat Diet,) (Research Diets, #12451 Rodent Diet 
with 45% kcal% fat) durante 21 semanas. En la siguiente tabla se muestra una comparativa 
de la composición de estos dos tipos de dieta: 
Tabla 12. Composición en %kcal de dieta SD y dieta HFD. 
Composición SD %kcal HFD %kcal 
Proteína 23 20 
Carbohidrato 55 35 
Grasa 22 45 
Total 100 100 
kcal/g 3,3 4,73 
 
7.3. Diseño experimental 
El esquema general y temporal para el estudio metabólico comparativo de ratones WT y 
KD de Mst3 se detalla en la figura 22. Desde su destete a las 4 semanas, los animales se 
mantuvieron en dieta estándar hasta alcanzar las 8 semanas. A esta edad se realizaron 
distintas determinaciones metabólicas durante 3 semanas donde permanecían con dieta 
estándar. Terminadas las determinaciones, cuando tenían 11 semanas de edad se les cambió 
a dieta HFD y se les mantuvo durante 21 semanas con esta dieta anotando semanalmente el 
peso hasta que alcanzaron las 32 semanas de edad. En este punto cuando alcanzaron un 
estado obeso y de resistencia a insulina se realizaron nuevas determinaciones metabólicas 
durante 3 semanas mientras se les mantenía en la dieta HFD. Al finalizar los procedimientos 
pertinentes, con unas 35 semanas de edad se les sacrificó 20’ después de inyectarles con 
piruvato y se procedió a la recogida de tejidos y muestras como se redacta en el apartado 
7.7. 












FIGURA 22. Esquema del diseño experimental para el análisis metabólico de ratones WT y KD desde su 
inicio en dieta convencional hasta su sacrifico una vez alcanzaron un estado de obesidad con dieta HFD. 
7.4. Fenotipado metabólico 
El fenotipado metabólico se llevó a cabo mediante un sistema de calorimetría indirecto 
formado por jaulas individuales que presentan ventilación y sensores que registran la 
actividad locomotora (LA, locomotor Activity), el gasto energético (EE, Energy expenditure), 
cociente respiratorio (RQ, Respiratory Quotient). También presenta sensores específicos 
para el control de la ingesta de comida (FI, Food Intake). (LAbMaster TSE Systems, Germany). 
Los animales permanecieron las 48 horas previas al experimento en unas cajas especiales 
para que se adaptaran al tamaño de la jaula y al sistema de comida y bebida que presenta el 
sistema de fenotipado, pasado este periodo los animales se estabularon en la cajas 
metabólicas y permanecieron dentro durante un período de 48 horas durante el cual se llevó 
a cabo la toma de medidas para los diferentes parámetros cada 30 minutos. Se pueden 
medir los parámetros de forma continua y simultáneamente en un máximo de 12 animales. 
Este tipo de sistemas permite reflejar el estado nutricional del organismo en estudio bajo 
diferentes condiciones genéticas, farmacológicas o usando distintos tipos de dieta o permite 
establecer patrones de partición nutricional.  
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7.4.1. Tasa de respiración metabólica (RQ, Respiratory Quotient) 
La RQ se obtiene del cociente de vCO2  (volumen de CO2 expulsado) entre el vO2  
(volumen de O2 consumido) (VCO2/VO2), que es diferente entre los periodos de luz y 
oscuridad. Los valores de la ratio determinan cuál es el macronutriente de preferencia para 
realizar la oxidación (tabla 13).  
Tabla 13. Energía liberada cuando los macronutrientes se metabolizan con 1 L de O2.Tabla adaptada de 
(Arch, Hislop et al. 2006). 
 
7.4.2. Determinación del gasto energético (EE, Energy Expenditure). 
El valor de EE se establece por las kilocalorías consumidas en las 48 horas de medición 
utilizando el consumo de oxígeno (O2) y la producción de dióxido de carbono (CO2). En los 
estudios metabólicos es importante relativizar los parámetros de la variación del gasto 
energético con la variación del peso o composición corporal. Estos parámetros pueden variar 
o no ante determinados tratamientos, manipulaciones génicas o estados metabólicos. Para 
poder aislar el efecto de la variación metabólica por las manipulaciones anteriormente 
mencionadas es necesario normalizar el gasto energético. El método más extendido es la 
corrección sobre el peso corporal total del individuo de estudio. En este trabajo se expresa el 
EE como Kcal/h/kg. 
7.5. Determinación de la composición corporal 
Para la realizar las medidas de composición corporal se ha usado la técnica de resonancia 
magnética nuclear (Whole Body Composition Analyzer; EchoMRI). Las medidas se realizaban 
antes de proceder al fenotipado metabólico de los animales y se determinaron tanto su % de 
masa grasa como su % de masa grasa en función del peso corporal. 
Macronutriente RQ Energía liberada (kcal) 
Carbohidratos 1,0 5,047 
Lípidos 0,718 4,735 
Proteína 0,802 4,463 
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7.6. Test de tolerancia a glucosa, insulina y piruvato 
Los test de tolerancia a glucosa (GTT, Glucose Tolerance Test), insulina (ITT, Insulin 
Tolerance Test) y piruvato (PTT, Pyruvate tolerance test) permiten conocer la capacidad que 
tiene el metabolismo de un individuo para tolerar la glucosa, el grado de resistencia a 
insulina y la capacidad para formar glucosa mediante gluconeogénesis respectivamente. 
Para esto la noche previa al test se deja a los animales en ayuno, a primera hora de la 
mañana se realiza una medida de los valores de glucosa basales,  tomando  una  muestra  de  
sangre  a  través  de  una incisión en la cola. La gota obtenida se deposita en  una  tira  
reactiva (GLUCOCARD™ G Sensor) conectada a un glucómetro (GLUCOCARD G+ meter, A. 
MERANINI diagnostics). A continuación, se pesan los animales y se les inyecta con glucosa, 
insulina o piruvato intraperitonealmente (IP) con una dosis dependiente de su peso y del test 
a realizar (2g/kg peso corporal de D-glucosa, 0,75U/kg peso corporal de insulina y 1,25g/kg 
peso corporal de piruvato respectivamente). Una vez inyectados, se toman medidas de 
glucosa sanguínea a través de la cola a los 15, 30, 60, 90 y 120 min. después de la inyección. 
Con los datos obtenidos se construye una curva a partir de la cual se calcula el Área Bajo la 
Curva (AUC, Area Under Curve) de cada uno de los grupos experimentales por separado. 
7.7. Sacrificio y recogida de tejidos y muestras 
Al final de los procedimientos, cuando se requería la colección de muestras/tejidos, los 
animales fueron sacrificados por decapitación 20 minutos después de aplicarles una 
inyección intraperitoneal con piruvato a una dosis de 1,25g/kg peso corporal. Las muestras 
de tejido obtenidas por disección, se exponían a rápida congelación en anhídrido carbónico 
sólido (nieve carbónica) y posteriormente almacenadas a -80ºC (análisis de mRNA, proteína, 
valores séricos), para análisis histológicos se les introducía en formalina para su posterior 
inclusión en parafina. 
7.8. Determinaciones en muestras de ratones 
7.8.1. Determinación de insulina en suero 
Para la determinación de insulina en suero se mantuvieron los ratones en ayunas 
durante un periodo de 3 horas y se les extrajo sangre a través de la vena de la vena de la cola. 
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Esta sangre se dejó coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos y se obtuvo el 
suero por centrifugación a 6000 rpm. Posteriormente se analizó la cantidad de insulina 
presente mediante un kit de ELISA comercial. (ELISA Kit #EZRMI-13K, MILLIPORE) La 
absorbancia se determinó en un espectofotómetro. (Mithras LB 940 Multimode Microplate 
Reader, BERTHOLD). 
7.8.2. Determinación de triglicéridos en hígado 
Para la extracción de triglicéridos se pesan 100 mg de hígado y se llevan a un tubo de 
polipropileno de 2 mL con una bola de acero y 1 mL de cloroformo/metanol (2:1 v/v). El 
tejido se homogeniza gracias a la acción mecánica de la bola al introducir los tubos en una 
máquina de homogenización mecánica (Tissue Lyser, Quiagen) durante 5 minutos a 30 rpm. 
Se procedió siguiendo los protocolos descritos por (Frayn and Maycock 1980, Storlien, 
Jenkins et al. 1991). La concentración de triglicéridos (TG) presente en una muestra se 
determina tras la evaporación de una parte de la fase orgánica obtenida. Al precipitado 
resultante se le añade el reactivo de TAG incluido en un kit específico (Tryglycerides kit, 
Spinreact) y se procede siguiendo las instrucciones indicadas por dicho fabricante. La 
cantidad de triglicéridos presentes en la muestra se determina por colorimetría en un 
espectrofotómetro (Multiskan™ GO Microplate, Thermo Fisher) mediante el uso de una 
recta patrón y corrigiendo los valores obtenidos por el peso del tejido. 
7.8.3. Determinación de la cantidad de glucógeno en hígado 
Para la determinación de glucógeno se usó un kit (Glycogen Assay Kit, Sigma-Aldrich) 
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. El protocolo para la preparación de la 
muestra se realizó teniendo en cuenta que el glucógeno se metaboliza muy rápido y que la 
congelación ha de ser rápida tras la extracción del hígado y que tras la descongelación debe 
mantenerse en frío en todo momento.  Se procedió de la siguiente forma:  
1) Cortar 10 mg de tejido y llevar a un tubo de polipropileno de 2 mL con una bola de 
acero. 
2) Añadir 100 μL de H2O miliQ. 
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3) Someter a homogenización mecánica en un (Tissue Lyser, Quiagen) durante 5 
minutos a 30 rpm. 
4) Calentar las muestras a 95ºC durante 5 minutos para la inactivación de enzimas 
degradantes. 
5) Centrifugar a 13.000 rpm. 
6) Recoger sobrenadante y proceder inmediatamente con el kit. 
Los niveles se midieron por colorimetría en un espectrofotómetro (Multiskan™ GO 
Microplate, Thermo Fisher) mediante el uso de una recta patrón con cantidades conocidas 
de glucógeno y corrigiendo los valores obtenidos por el peso exacto del tejido. 
7.8.4. Tinción hematoxilina/eosina de cortes histológicos de hígado 
Para la tinción, el tejido fijado con formalina se incluyó en parafina para luego ser 
seccionado en un micrótomo. Los cortes de parafina se prepararon con xilol para eliminar los 
excesos de la misma. Después se pasaron los cortes por un proceso de rehidratación, 
consistente en alcoholes de concentración decreciente (100º, 95º y 70º). Tras un lavado con 
H2O destilada se sumergieron en hematoxilina (Bio Óptica) durante 10 minutos, se lavaron e 
inmediatamente se pasaron por un alcohol ácido. Tras el lavado se sumergieron 30 segundos 
en eosina (Bio Óptica). Para deshidratar la muestra se pasaron los cortes por los mismos 
alcoholes en graduación creciente, y antes de montar se dejaron sumergidos 10 minutos en 
xilol. Los portaobjetos se montaron en medio de montaje acuoso y se realizaron las 
imágenes en un microscopio óptico (Zeiss AxioPlan 2 Microscope System). 
 
 
8. ANÁLISIS DE  EXPRESIÓN  MEDIANTE  PCR  A  TIEMPO REAL  
El proceso para la determinación de los niveles de expresión génica a través de la 
medición de los niveles de mRNA presentes en una muestra es común tanto para las 
obtenidas de tejido de ratón como para las procedentes de cultivo celular. Las diferencias 
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en el proceso de obtención, son debidas a la naturaleza de las muestras y se detallan en 
los subapartados 8.1 y 8.2.  
 
8.1. Obtención de lisados de hígado para extracción de RNA 
Para la extracción total del contenido de RNA de hígado se cortan 50 mg del tejido 
almacenado a -80ºC manteniéndolo congelado en todo momento, se pone en un tubo de 
polipropileno de 2 mL con una bola de acero dentro y se añaden 400 μL de TRIzol® Reagent 
(Invitrogen), compuesto que contiene tiocinato de guanidinio para la degradación proteica. 
El tejido se homogeniza gracias a la acción mecánica de la bola al introducir los tubos en una 
máquina de homogenización mecánica (Tissue Lyser, Quiagen) durante 5 minutos a 30 rpm. 
8.2. Obtención de extractos celulares para extracción de RNA 
Para la extracción de RNA a partir de cultivo celular de células HepG2, en primer lugar se 
eliminaron los restos de medio de cultivo mediante un lavado con PBS frío, se aspiró el 
exceso de PBS y manteniendo las placas en hielo se añadió el reactivo Trizol a razón de 400 
μL por placa de 9 cm2. Los subsiguientes pasos son válidos para ambas: 
8.3. Aislamiento del RNA 
Para el aislamiento del RNA se siguen las instrucciones indicadas para el fabricante del 
reactivo trizol que se basa en la técnica de fenol-cloroformo e incluye la precipitación con 
isopropanol. El pellet obtenido se lava con etanol al 70% y tras dejarlo secar se resuspende 
en un volumen de H2O libre de RNAasas por tratamiento dietilpirocarbonato (DEPC). Para 
evitar contaminación con DNA genómico, se realizó una digestión con DNasa libre de RNasa 
(Roche) del RNA total extraído. La siguiente tabla indica las cantidades para una reacción de 
volumen final 50 μg. 
 H2O miliQ 9,5 μL 
 Tampón DNasa 10x (Roche Diagnostics)   5 μL 
 RNase Out (Invitrogen) 0,5 μL 
 DNasa RNasa free (Roche Diagnostics)  1 μL 
 Muestra RNA total  34 μL 
La reacción se incuba a 37ºC durante 20 minutos. 
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Puesto que la DNasa no se inactiva por calor, para tener las muestras de RNA lo más 
puras posible es adecuado eliminar la presencia de DNasa de las muestras lo que se consigue 
repitiendo el proceso de extracción con la adicción de 50 μL de trizol. Finalmente, el pellet 
de RNA puro se resuspende en agua DEPC y se cuantifica en NanoDrop 2000. 
8.4. Retrotranscripción 
La retrotranscripción consiste en la amplificación del RNA extraído en forma de DNA 
complementario (cDNA) y se hizo partiendo de 300 ng de RNA. Los reactivos se añadieron a 
dos tiempos (RT-I y RT-II) y las cantidades para una reacción de volumen final 20 μL se 
muestras a continuación: 
Mezcla RT-I 
 H2O miliQ 2,3 μL 
 Ramdom primers 300 µg/μL (Invitrogen)  0,7 μL 
 Mezcla de dNTPs 2,5 mM (dTTp, dCTp, dGTp, dATp) (Invitrogen) 4 μL 
 Muestra RNA a 60 ng/μL 5 μL 
Mezcla RT-II 
 First Strand Buffer 5x (Invitrogen) 4 μL 
 DTT 0,1 M (Invitrogen) 2 μL 
 RNase Out (Invitrogen)1 μL 
 M-MLV RT 1 μL 
La mezcla RT-I se incuba durante 5 minutos a 65ºC, seguidamente se le añade la mezcla 
RT-II y se continúa la incubación en el termociclador T-personal con las siguientes 
condiciones:  
1. 25ºC10 min 
2. 37ºC50 min 
3. 70ºC15 min 
 
8.5. PCR tiempo real (qPCR) 
Una vez obtenido el cDNA, se determinaron los niveles de mRNA de los genes  de  interés  
mediante  PCR  a  tiempo  real,  en  el  equipo Mastercycler RealPlex4. Se  emplearon  sondas  
tipo  Taqman, específicas para cada uno de los genes, que se incluyen en la tabla 14. El 
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equipo detecta la fluorescencia producida por la molécula fluorescente (TAMRA) tras cada 
ciclo de amplificación.   Para determinar la concentración de cDNA en cada muestra se 
analiza el valor CT (número de ciclos requeridos para que la señal fluorescente supere el 
umbral definido por los niveles de fondo o background). El valor del CT es inversamente 
proporcional a la cantidad de cDNA y se relativiza a la cantidad de cDNA de cada gen 
contenido en la muestra con un gen de referencia o HK (HK, Housekeeping). 
Tabla 14.  Listado  de  las  distintas  sondas  Taqman  empleadas  para  la  PCR  a tiempo real. 
 
GEN ASSAY ID PROVEEDOR 
G6PC H. sapiens 105120 Roche Diagnostics 
G6pc M. musculus 300059 Roche Diagnostics 
G6PC H. sapiens Hs02560787_s1 Applied BiosystemsTM 
G6pc M. musculus Mm00839363_m1 Applied BiosystemsTM 
PCK1 H. sapiens 113980 Roche Diagnostics 
Pck1 M. musculus 300094 Roche Diagnostics 
PCK1 H. sapiens Hs01572978_g1 Applied BiosystemsTM 
Pck1 M. musculus Mm01247058_m1 Applied BiosystemsTM 
FASN H. sapiens 137088 Roche Diagnostics 
Fasn M. musculus 310668 Roche Diagnostics 
CPT1A H. sapiens 126594 Roche Diagnostics 
Cpt1a M. musculus 3134457 Roche Diagnostics 
ACACA H. sapiens 116393 Roche Diagnostics 
Acaca M. musculus 310268 Roche Diagnostics 
STK24 H. sapiens Hs00269168_m1 Appied BiosystemsTM 
Stk24 Mus musculus Mm00520930_m1 Appied BiosystemsTM 
RPLP0 H. sapiens HK 101144 Roche Diagnostics 
RPLP0 H. sapiens HK Hs99999902_m1 Appied BiosystemsTM 
Rplp0 M. musculus HK Mm00725448_s1 Appied BiosystemsTM 
ACTB   H. sapiens HK 101125 Roche Diagnostics 
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ACTB H. sapiens HK Hs01060665_g1 Appied BiosystemsTM 
Actb M. musculus HK Mm00607939_s1 Appied BiosystemsTM 
GAPDH H. sapiens HK Hs02758991_g1 Appied BiosystemsTM 
Gapdh M. musculus HK Mm99999915_g1 Appied BiosystemsTM 
St3galS M. musculus Mm00488237_m1 Appied BiosystemsTM 
Aldh3a2 M. musculus Mm00839320_m1 Appied BiosystemsTM 
Slc1a2 M. musculus Mm00441457_m1 Appied BiosystemsTM 
PPAR Gamma H. sapiens 
Hs00234592_m1 Appied BiosystemsTM 
18S H.sapiens Hs99999901_s1 Appied BiosystemsTM 
 
Dependiendo de la casa comercial de las sondas empleadas, se utilizó TaqMan® Gene 
Expression Master Mix (Applied  Biosystems),  o  bien, FastStart Universal Probe Master (Rox) 
(Roche Diagnostics). La mezcla de la reacción de la qPCR se realiza en un volumen final de 20 
μL y contiene: 
 Muestra cDNA  1,5 μL, diluír con H2O hasta 4 μL 
 Master Mix 2x  10 μL 
 Sonda Taqman 20X  1 μL 
 H2O  5 μL 
Todas las muestras se cargaron por duplicado y para cada muestra se incluyeron 2 genes 
housekeeping por cada experimento analizado. El protocolo usado para la amplificación 
consistió en: 
Tabla 15. Condiciones de la qPCR 
Paso Tª (ºC) Tiempo Nº ciclos 
1 50 2 min 1 
2 95 10 min 1 
3 95 15 seg  
40 4 60 1 min 
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Los resultados se analizaron con el software 7500 SDS versión 2.0.1 (Applied 
Biosystems). Los valores CT de cada gen para cada muestra se corrigieron por su valor 
correspondiente de housekeeping y además todas las ellas se normalizaron a la muestra 
control sin tratamiento o vehículo o al ratón WT dándoles el valor 1.  
 
 
9. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS DE PROTEÍNAS   
9.1. Extracción de proteína a partir de lisados de hígado 
De las muestras de tejido conservadas a -80ºC, se pesaron 50 mg para su procesado. 
Durante todo el proceso las muestras se mantuvieron en hielo y se transfirió el fragmento  a 
un tubo de polipropileno de 2 mL con una bola de acero dentro. Se añadieron 500 μL de 
tampón de lisis y se sometieron a homogenización en el Tissue Lyser  durante 5 minutos a 30 
rpm, como se describió para la extracción de RNA. El tampón de lisis para muestras de tejido 
se prepara en H2O miliQ con la siguiente composición: Tris-HCl 50 mM pH 7,5/ EGTA 1 mM/ 
EDTA 1 mM/ Tritón X-100 1% v/v/ Ortovanadato Sódico 1 mM/ Fluoruro Sódico 50 mM/ 
Pirofosfato Sódico 5 mM/ Sacarosa 0,27 M/ Fluoruro de fenilsulfonilo 1 mM. 
Tras la homogenización las muestras se centrifugan a 13.200 rpm a 4ºC durante 30 min. 
A continuación, el sobrenadante (extracto proteico) se transfiere a un tubo nuevo, 
descartando el precipitado (membranas y material extracelular) y la posible capa superior de 
grasa. En el caso de encontrarse mucha grasa se deben realizar varias centrifugaciones sobre 
el extracto inicial para descartarla. 
9.2. Extracción de proteína en cultivo celular  
La extracción de proteínas a partir de cultivo celular se realizó según el siguiente 
protocolo:  
1) Retirar el medio de cultivo de las células y lavar con PBS frío (4º C).  
Material y Métodos 
113 
 
2) Situar las placas de cultivo en hielo y añadir el tampón de lisis. Despegar las  células  
mediante  el  uso  de  un  scraper  o  rascador  (BD  Falcon)  y recoger en un tubo 
eppendorf. 
3) Mantener en hielo 10 min, vorteando cada 5 min.  
4)  Centrifugar  (10  min,  13.000  rpm,  4º  C)  y  llevar  el  sobrenadante  a  un nuevo 
tubo. Almacenar  los extractos a -80º C o llevar a análisis. 
La composición del tampón para la extracción proteica de cultivo se obtuvo por una 
modificación de la receta descrita por (Fuller, McGuffin et al. 2012) y contenía: Tris/HCl  20  
mM  pH  7.5/ KCl  300  mM/ MgCl2   5  mM,  NaF  5  mM/ EDTA 1 mM/ Na3 VO4  0,2 mM/ 
10% glicerol/ 1% Triton X-100/ 0,05% β- mercaptoetanol. 
Tanto al tampón de lisis de tejidos de ratón como para el de cultivo de células, se les 
añadieron inhibidores de protesas para preservar la integridad de las proteinas: DTT 1 mM/ 
Leupeptina 2 µM/ PMSF 400 µM/ Aprotinina (Sigma-Aldrich) 2,3 µg/mL. En el caso de que la 
propia composición del tampón no incluya fluoruro sódico (NaF) se le adiciona a una 
concentración de 1 mM como inhibidor de fosfatasas y un cocktail comercial inhibidor de 
fosfatasas (PhosSTOP™, Roche) a una concentración final 1x. En los subsiguientes pasos, el 
procesado de la proteína para su análisis por Western Blot (WB) es común para ambos tipos 
de muestra; tejido y cultivo celular.  
 
 
10. CUANTIFICACIÓN DE LOS EXTRACTOS, MÉTODO DE BRADFORD  
 La  cuantificación  de  los  extractos  de  proteínas  se  hizo  siguiendo  el método 
descrito por Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se empleó el reactivo Bio-Rad Protein 
Assay (BIO-RAD) y se midió la absorbancia a 595 nm con un espectrofotómetro UV/Vis 
Spectronic BioMate 3 (Thermo Electron Corporation). La  recta  de  calibrado  se  realizó  a  
partir  de  concentraciones  conocidas  de inmunoglobulina G (Sigma-Aldrich). En el caso de 
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11. ANÁLISIS  DE  LOS  EXTRACTOS  DE  PROTEÍNAS  POR WESTERN BLOT  
11.1. Preparación de las muestras para electroforesis en SDS-PAGE  
 Tras la cuantificación se prepararon las muestras con el tampón de carga (tampón de  
Laemmli). El tampón Laemmli se preparó concentrado 5x con la siguiente composción: Tris-
HCl 400 mM pH 6,8/ SDS 10% p/v/ β-mercaptoetanol 5%/ Glicerol 50%/ Azul de Bromofenol 
0,4%). Se cargaron cantidades iguales de proteína (por norma general para todos los geles 
empleados en este trabajo se trataba de 50 μg) en un volumen final de 25 μL con el tampón 
Laemmli, debe quedar una concentración 1x. Las muestras se calentaron a 95ºC durante 5 
minutos para su completa desnaturalización. En este punto, se almacenaron a -20ºC o se 
cargaron directamente en el gel.  
11.2. Electroforesis en SDS-PAGE 
 Los extractos proteicos se resolvieron mediante geles desnaturalizantes de  
poliacrilamida  (SDS-PAGE),  siguiendo  el  método  descrito  por  Laemmli (Laemmli,  1970). 
Estos geles constan de dos fracciones: un gel separador en la parte inferior de la carcasa que 
permite la separación de las proteínas en función de su peso molecular y un gel 
concentrador que permite igualar la entrada de las proteínas en el gel separador y se localiza 
en la parte superior. En el gel concentrador es donde se sitúan los peines que conforman los 
pocillos donde se carga la muestra. La composición de gel concentrador y de los geles 
empleados en % creciente de acrilamida se muestra en la tabla 16. El porcentaje de 
acrilamida-bisacrilamida es variable dependiendo del tamaño de las proteínas que queremos 
estudiar y en relación inversa. Como  marcador  de  peso  molecular  se  utilizó  BenchMark 
TM  Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen).  
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Tabla 16. Composición de los geles SDS-PAGE concentrador y separador. 
 Gel separador % Gel concentrador % 
Componente 6% 8% 10% 12% 5% 
H2O miliQ 5,3 mL 4,6 mL 4,0 mL 3,3 mL 3,4 mL 
30% Acrilamida/Bis 2,0 mL 2,7 mL 3,3 mL 4,0 mL 0,83 mL 
Tris-HCl 1M pH 6,8 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL - 
Tris-HCl 1,5M pH 8,8 - - - - 0,63 mL 
10% SDS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,05 mL 
10% APS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,05 mL 
TEMED 0,008 mL 0,006 mL 0,004 mL 0,004 mL 0,005 mL 
Volumen final/1 gel 10 mL 5 mL 
  
 Los geles se montan en una carcasa de electroforesis (miniVE Vertical Electrophoresis 
System, Amersham, GE Healthcare Life Sciences) y se introducen junto con el tampón de 
electroforesis (RB, Running Buffer) (Tris-HCl 200 mM/ Glicina 20 mM, SDS 1% p/v) en una 
cubeta que permite la transmisión del voltaje. Se cargan las muestras y el marcador de 
proteínas de peso molecular conocido y se conecta a la fuente de alimentación a un voltaje 
de 150 V, 400 mA. 
11.3. Transferencia semi-seca 
 Las  proteínas  separadas  mediante  electroforesis  se  transfirieron  a  una membrana  
de  PVDF  (PVDF,  Polyvinylidene  fluoride,  Immobilon-P  Transfer Membrane para 
quimioluminiscencia o Immobilon-FL para fluorescencia)  de  0,45  µm  (Millipore),  mediante  
la  utilización  de  un  equipo  de transferencia  semi-seca  Trans-Blot ®   SD  Semi-Dry  
Transfer  Cell  (BIO-RAD). El proceso de transferencia de gel a la membrana es dependiente 
de voltaje y es necesario colocar papel absorbente empapado de tampón de transferencia 
(TB, transfer buffer): Tris-HCl 40 mM/ Glicina 40 mM/ SDS 0,36% p/v/ Metanol 20% v/v. El 
orden de las capas desde la base del aparato de transferencia es:  
1. papel absorbente empapado en TB 
2. membrana activada con metanol 
3. gel de acrilamida con las proteínas separdas 
4. papel absorbente empapado en TB 
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 En este proceso, las proteínas pasan del gel de acrilamida a la membrana de PVDF 
donde quedan inmovilizadas. El proceso se realiza a un voltaje constante de 25V, 400 mA 
durante 1 hora. Es necesario activar la membrana previamente a la transferencia 
sumergiendola durante 5 minutos en metanol y lavandola posteriormente con H2O destilada 
otros 5 minutos. También es conveniente equilibrarla 5 minutos en el propio tampón de 
transferencia. 
11.4. Inmunodetección 
 Para la inmunodetección se emplearon sistemas de quimioluminiscencia y de 
fluorescencia.  
11.4.1. Quimioluminiscencia:  
 La  membrana  de  PVDF  se  incuba  en  agitación  durante  1h  RT  en solución  de  
bloqueo  (PBS  con  0,1%  Tween-20  y  5%  w/v  leche  en  polvo).  A continuación,  se  
hibrida  con  el  anticuerpo  primario,  según  las  diluciones especificadas (tabla 17), ON a 4º 
C y en agitación.  Al día siguiente, se hibrida con  el  correspondiente  anticuerpo  secundario  
conjugado  a  la  enzima  HRP (HRP, Horse Radish Peroxidase) (tabla 18), durante 1h RT y en 
agitación. Tanto el anticuerpo primario como el secundario se incuban con una solución de 
dilución de anticuerpo (PBS con 0,1% Tween-20 y 5% p/v BSA (Sigma-Aldrich). La 
inmunodetección  se  realizó  con  el  kit  de  quimioluminiscencia Pierce® ECL Western Blot 
Substrate (Thermo Scientific) o SuperSignal® West  Dura  Extended  Duration  Substrate  
(Thermo  Scientific), exponiendo  una película de autorradiografía (Fujifilm) sobre la 
membrana de PVDF.  
 Para analizar las imágenes obtenidas por quimioluminiscencia es necesario digitalizarlas 
mediante un escáner de alta resolución. Para determinar la cantidad relativa de proteína en 
cada muestra se utiliza el programa Image J que detecta la cantidad de píxeles de la imagen 
de la proteína en todas las muestras de una misma placa radiográfica. El área de medición 
debe ser igual para todas las muestras. Estos valores se relativizan respecto al control de 
carga (GAPDH o TUBULINA). El valor final es normalizado respecto al grupo control de cada 
experimento que recibe el valor 1. 
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11.4.2. Fluorescencia:  
 La membrana de PVDF se incuba en agitación durante 1h RT en SEA BLOCK  Blocking  
Buffer  (Thermo  Scientific),  A  continuación,  se  hibrida  con  el anticuerpo primario, según 
las diluciones especificadas (tabla 17), ON a 4º C y en  agitación.  Al  día  siguiente,  se  
hibrida  con  el  correspondiente  anticuerpo secundario conjugado a un fluoróforo tipo 
DyLight TM  (Thermo Scientific) (tabla 18), durante 1h RT y en agitación. Tanto el anticuerpo 
primario como el secundario se incuban con una solución de dilución de anticuerpo (SEA 
BLOCK con 0,1% Tween-20, aunque al secundario es necesario adiocionarle SDS a una 
concentración del 0,01%.  Las membranas de PVDF se dejan secar y se escanean  utilizando  
el  sistema  LI-COR  Odyssey.  Para  su  visualización  se emplea el Odyssey Imager con el que 
también es posible realizar una cuantificación directa de los valores de fluorescencia 
obtenidos. 
Tabla 17. Lista de anticuerpos primarios para la inmunodetección por quimioluminiscencia o fluorescencia. 
Anticuerpo Fuente Dilución WB Referencia 
Mst3 Rabbit polyclonal 1:1000 #3723 Cell Signaling 
Mst3 [EP1468Y] Rabbit monoclonal 1:1000 
1:50 IP 
#ab51137 Abcam 
Mst4 Rabbit monoclonal 1:20000 #2049-1 Epitomics 
Phospho-Mst4+MST3+STK25 
(Thr178+Thr190+Thr174) 
Rabbit polyclonal 1:500 #bs-103441R Bioss 
Insulin Receptor β (L55B10) Mouse monoclonal 1:1000 #3020 Cell Signaling 
Phospho-IGF-I Receptor β 
(Tyr1135/1136)/Insulin 
Receptor β (Tyr 1150/1151) 
(19H7) 
Mouse monoclonal 1:1000 #3024 Cell Signaling 
IRS-1 (D23G12) Rabbit monoclonal 1:1000 #3407 Cell Signaling 
IRS-1 (L3D12) Mouse monoclonal 1:1000 
1:100 IP 
#3194 Cell Signaling 
Phospho-IRS1 (Tyr608) 
mouse/(Tyr612) human 
Rabbit polyclonal 1:1000 #09-432 Millipore 
AKT pan (40D4) Mouse monoclonal 1:2000 #2920 Cell Signaling 
Phospho-AKT (Thr308) (244F9) Rabbit monoclonal 1:1000 #4056 Cell Signaling 
Phospho-AKT (SER473) Rabbit polyclonal 1:1000 #9271 Cell Signaling 
FOX01 (C29H4) Rabbit monoclonal 1:1000 #2880 
Phospho FOX01 (Ser256) Rabbit polyclonal 1:1000 #9461 Cell Signaling 





Rabbit polyclonal 1:1000 #9464 Cell Signaling 
AMPKα Rabbit polyclonal 1:1000 #2532 Cell Signaling 
Phospho-AMPKα (Thr172) 
(40H9) 
Rabbit monoclonal 1:1000 #2535 Cell Signaling 
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 
XPTM 
Rabbit monoclonal 1:1000 #4370 Cell Signaling 
ERK5 Rabbit polyclonal 1:1000 #3372 Cell Signaling 
HA Hibridoma Ca25 Mouse monoclonal 1 μg Ab/ 1 mg 
proteína IP 
Producción propia 
GSK-3β (D5C5Z) XP® Rabbit monoclonal 1:1000 #12456 Cell Signaling 
Phospho-GSK-3β (Ser9) (5B3) Rabbit monoclonal 1:1000 #9323 Cell Signaling 
CREB (48H2) Rabbit monoclonal 1:1000 #9197 Cell Signaling 
Phospho-CREB (Ser133) (1B6) Mouse monoclonal 1:1000 #9196 Cell Signaling 
GAPDH (6C5) Mouse monoclonal 1:5000 #CB1001 Calbiochem 
α-Tubulin B-5-1-2 Mouse monoclonal 1:2000 #T5168 Sigma 
pNDRG1 (T346) (D98G11) XP 
(R) 
Rabbit monoclonal 1:1000 #5482 Cell Signaling 
pS6 Ribosomal Protein 
(Ser235/236) (2F9 
Rabbit monoclonal 1:1000 #4856 Cell Signaling 
 
Tabla 18. Lista de anticuerpos secundarios para la inmunodetección por quimioluminiscencia o 
fluorescencia. 
Anticuerpo Fuente Dilución WB Referencia 
Goat Anti-Rabbit IgG, DyLightTM 
800 
Goat 1:15000 #35571 Thermo 
Scientific 
Goat Anti-Mouse IgG, DyLightTM 
680 
Goat 1:15000 #35518 Thermo 
Scientific 
Goat Anti-Rabbit  
Imnunoglobulins/HRP 
Goat Polyclonal 1:2500 #p 0448 Dako 
Cytomation 
Goat Anti-Mouse IgG (H+L)/HRP Goat 1:2000 #31430 PIERCE 
Peroxidase-conjugated IgG 
Fraction, Anti-Rabbit IgG, Light 
Chain Specific 
Mouse Monoclonal 1:5000 #211-032-171 Jackson 
ImmunoResearch 
Alexa Fluor ® 488 goat anti-
rabbit IgG (H+L) 
Goat 1:250 IF Invitrogen 
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12. DETERMINACIÓN DE NIVELES DE FOSFORILACIÓN DE PROTEÍNAS 
MÚLTIPLES 
 Se realizó en paralelo la determinación de los niveles relativos de fosforilación proteica 
de células HepG2 shcontrol en comparación con las células shMst3. Para ello se adquirió un 
kit comercial (HUMAN phospho-Kinase Array Kit, R&D Systems) consistente en membranas 
de PVDF con anticuerpos adheridos para la fosforilación de las principales quinasas celulares 
(tabla 19). La preparación de los extractos fue la misma que se describe en el apartado 11.1 y 
los subsiguientes pasos se realizaron siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. 
El análisis de las imágenes se realizó con el software Image J. 






Sitio de fosforilación 
A-A1, A2 Punto de referencia ___ 
A-A3, A4 p38α T180/Y182 
A-A5, A6 ERK1/2 T202/Y204, T185/ Y187 
A-A7, A8 JNK 1/2/3 T183/Y185, T221/ Y223 
A-A9, A10 GSK-3α/β S21/S9 
B-A13, A14 p53 S392 
B-A17, A18 Punto de referencia ___ 
A-B3, B4 EGF R Y1086 
A-B5, B6 MSK1/2 S376/S360 
A-B7, B8 AMPKα1 T183 
A-B9, B10 Akt 1/2/3 S473 
B-B11, B12 Akt 1/2/3 T308 
B-B13, B14 p53 S46 
A-C1, C2 TOR S2448 
A-C3, C4 CREB S133 
A-C5, C6 HSP27 S78/S82 
A-C7, C8 AMPKα2 T172 
A-C9, C10 β-Catenin ___ 
B-C11, C12 p70 S6 Kinase T389 
B-C13, C14 p53 S15 
B-C15, C16 c-Jun S63 
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A-D1, D2 Src Y419 
A-D3, D4 Lyn Y397 
A-D5, D6 Lck Y394 
A-D7, D8 STAT2 Y689 
A-D9, D10 STAT5a Y694 
B-D11, D12 p70 S6 Kinase T421/S424 
B-D13, D14 RSK1/2/3 S380/S386/S377 
B-D15, D16 Enos S1177 
A-E1, E2 Fyn Y420 
A-E3, E4 Yes Y426 
A-E5, E6 Fgr Y412 
A-E7, E8 STAT6 Y641 
A-E9, E10 STAT5b Y699 
B-E11, E12 STAT3 Y705 
B-E13, E14 p27 T198 
B-E15, E16 PLC-γ1 Y783 
A-F1, F2 Hck Y411 
A-F3, F4 Chk-2 T68 
A-F5, F6 FAK Y397 
A-F7, F8 PDGF Rβ Y751 
A-F9, F10 STAT5a/b Y694/Y699 
B-F11, F12 STAT3 S727 
B-F13, F14 WNK1 T60 
B-F15, F16 PYK2 Y402 
A-G1, G2 Reference Spot ___ 
A-G3, G4 PRAS40 T246 
A-G9, G10 PBS (Control negativo) ___ 
B-G11, G12 HSP60 ___ 









 La  cantidad  de  proteína  utilizada  para inmunoprecipitar varía según el experimento. 
En el caso de inmunoprecipitar proteína sobreexpresada en células Hek293 se consideró 
suficiente 500 μg de extracto total. En el caso de la inmunoprecipitación de Mst3 para ver su 
estado de fosforilación o su interacción con AKT se usaron 5 mg de proteína total. Los 
extractos se recogieron en tampón de lisis SAPK (Stress activated protein kinase): HEPES 20 
mM pH 7,4/ EGTA 2 mM/ Na3 VO4  1 mM/ Triton X-100 1%/ Glicerol 10%/ β-glicerofosfato 50 
mM. También se adicionaron las mismas cantidades de inhibidores de proteasas y fosfatasas 
que se describieron anteriormente para los otros tampones de lisis utilizados. Se siguió el 
protocolo: 
1) Llevar  la  cantidad  de  extracto  proteico  a inmunoprecipitar a un volumen final de 
500 μL del tampón de lisis SAPK.  
2) Preaclarar los extractos con un anticuerpo similar al de la proteína que se desea 
inmunoprecipitar pero que se sepa que no la reconoce. Añadir 30 μL de una matriz 
de G-Agarosa (Roche  Diagnostics)/buffer  SAPK (1:1) y  mantener  en  agitación  
rotacional  a  4ºC  durante 1 hora. Transcurrido el tiempo centrifugar los extractos a 
13.200 rpm durante 1 minuto y recoger el sobrenadante. De esta forma se elimina 
gran parte de las posibles uniones inespecíficas tanto a anticuerpo como a proteína 
G obteniendo mejores resultados. 
3) Añadir al sobrenadante anterior el anticuerpo contra  la  proteína  a 
inmunoprecipitar.  De  forma  general  la  relación proteína/anticuerpo fue 1 mg/1 µg. 
En el caso de encontrarse el anticuerpo utilizado en un sobrenadante de hibridoma 
obtenido según el protocolo descrito por (Harlow and Lane 1988) se estima que son 
necesarios 100 μL de sobrenadante para tener 1 μg de anticuerpo. Mantener en 
rotación a 4ºC durante 1 hora.  
4) Añadir 30 µL de una suspensión 1:1 de matriz de  proteína  G-Agarosa/buffer  SAPK y  
mantener  en  agitación  rotacional  a  4ºC  durante 2 horas. Es importante el 
equilibrado de la proteína G con el propio tampón de lisis, lo que se realiza lavando 
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tres veces el polímero en dicho buffer. También es importante que el buffer 
contenga inhibidores de fosfatasas y proteasas.  
5)  Centrifugar a 13.200 rpm durante 1 minuto a 4º C.   
6)   Descartar el sobrenadante  y  lavar  pellet  con tampón  SAPK con inhibidores.  
Centrifugar  como  en  el  paso  anterior. Repetir este paso 3 veces.  
7) Descartar  el  sobrenadante y aspirar bien toda la fase líquida con la ayuda de una 
jeringa muy fina. 
8)  Añadir  tampón  de carga Laemmli 2x. 
9) Hervir  las  muestras  inmunoprecipitadas a 95º C durante 10 minutos. 
 Las muestras desnaturalizadas se cargan en un gel de electroforesis SDS-PAGE y se 
procede como se describe en el apartado 11. 
 
 
14. AISLAMIENTO DE BALSAS LIPÍDICAS (LIPID RAFTS) 
 Para el aislamiento de las balsas lipídicas (lipid rafts) se procedió según el protocolo 
descrito por (Solomon, Mallory et al. 1998). El protocolo se basa en tratar los extractos 
celulares con dos tipos de tampones de lisis consecutivos que consiguen el fraccionamiento 
celular. El protocolo es el siguiente: 
1) Lavar las células con PBS y aspirar. 
2) Tripsinizar y recoger las células en medio de cultivo para inactivar la tripsina. 
3) Centrifugar a 900 rpm durante 5 minutos y aspirar el sobrenadante. 
4) Lavar el pellet con PBS frío. 
5) Centrifugar a 900 rpm durante 5 minutos y aspirar. 
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6) Añadir un volumen determinado de tampón de lisis A (MES (Sigma-Aldrich) 25 mM/ 
NaCl 150 mM pH 6,5). Resuspender el precipitado celular mediante pipeteo. 
7) Añadir en proporción 1:1 tampón de lisis A-T (Mes 25 mM/ NaCl 150 Mm pH 6,5/ 
Tritón X-100 2%/ PMSF 2 mM). 
8) Incubar los extractos en hielo durante 30 min. 
9) Centrifugar a 8000 rpm durante 20 minutos a 4º C. El sobrenadante constituye la 
fracción soluble y el precipitado la fracción insoluble. 
10) Retirar el sobrenadante (fracción soluble) y guardar a -80º C. 
11) Resuspender el precipitado (fracción insoluble) en tampón de lisis B (Tritón X-100 
1%/ Tris-HCl 10 mM pH 7,6/NaCl 500 mM/ PMSF 2 Mm/ Octylglucoside (Sigma-
Aldrich) 60 mM). 
12) Incubar los extractos en hielo durante 30 min. 
13) Centrifugar a 8000 rpm durante 20 minutos a 4º C. El sobrenadante constituye la 
fracción insoluble. 
14) Retirar el sobrenadante (fracción insoluble) y guardar a -80ºC. 
 A continuación se procedió a la inmunoprecipitación de las proteínas deseadas según 
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15. ANALISIS ESTADÍSTICO 
 El análisis estadístico se realizó usando el software GraphPad, aplicando un test t de 
Student cuando se comparaban dos grupos, y un análisis ANOVA con corrección de 
Bonferroni pos-hoc cuando se comparaban más de dos grupos. Todas las gráficas 
representan la media y en el error estándar de un mínimo de tres experimentos 
independientes. Siempre  que  el  p-valor  resultante  de  la comparación  fuera  inferior  a 












































1. PUESTA A PUNTO DEL MODELO CELULAR 
Para abordar la posible función de Mst3 en el metabolismo de la glucosa, el modelo 
elegido en primer lugar fue la línea celular de hepatocarcinoma (HepG2) debido a su 
disponibilidad, fácil cultivo y a que ha sido ampliamente empleada en estudios del campo del 
metabolismo. Lo primero que se propuso fue obtener una línea estable de células HepG2 
con niveles proteicos disminuidos no sólo de Mst3 sino también de su homóloga Mst4 y una 
línea HepG2 control. Para ello se infectaron las células con lentivirus felinos defectivos que 
codifican un shRNA dirigido contra una secuencia específica de cada uno de los genes de 
interés (shMst3, shMst4) y un shRNA inespecífico (shControl). Se seleccionaron las células 
que habían integrado el correspondiente shRNA mediante puromicina y se recogieron 
proteínas para determinar la eficiencia del silenciamiento por Western Blot (WB). Como se 
observa en la figura 23A los niveles proteicos de Mst3 y Mst4 fueron reducidos 
satisfactoriamente. La PCR cuantitativa (qPCR, quantitative Polymerase Chain Reaction) o 
PCR en tiempo real en el caso de la figura 23B muestra niveles de RNA mensajero (mRNA) de 







FIGURA 23. Silenciamiento de Mst3 en células HepG2. Se sembraron las células en medio completo y se 
recogieron extractos tras 72 horas en cultivo. A. WB de Mst3 y Mst4 de células HepG2 transducidas con 
lentivirus que codifican shRNAs para Mst3, Mst4 y un shControl. Se muestra la tubulina como control de 
carga.  B. Niveles de mRNA de Mst3 en células HepG2 shMst3 relativos a células shControl. Los niveles de 
mRNA  se midieron mediante qPCRse corrigieron por mRNAs control o housekeeping GAPDH y RPLP0. (test t, 2 






Una vez establecidas las líneas HepG2 shControl, shMst3 y shMst4 con niveles reducidos 
de mRNA y proteína de Mst3 y Mst4, se llevó a cabo un estudio preliminar acerca de la 
posible implicación de estas quinasas en metabolismo. Para ello se eligieron cinco genes 
correspondientes a cinco enzimas representativas de los procesos metabólicos más 
relevantes y se realizó una PCR a tiempo real para estudiar cómo se afectaba su expresión:  
-ACAC (Acetyl-CoA Carboxylase Alpha): También denominada ACC, la acetil-CoA 
carboxilasa es una enzima que contiene biotina y cataliza la carboxilación de acetil-CoA a 
malonil-CoA, un paso limitante en la velocidad de síntesis de ácidos grasos. 
-FASN (Fatty Acid Synthase): La ácido graso sintasa es una enzima multifunctional cuya 
función principal es catalizar la síntesis de palmitato desde acetil-CoA y malonil-CoA, en 
presencia de NADPH, a ácidos grasos de cadena larga.  
-CPT1A (Carnitine Palmitoyl Transferase 1A (liver)): Conocida como CPT I, la carnitina 
palmitoil transferasa es una enzima clave en la beta-oxidación de los ácidos grasos pues 
participa en el transporte de los mismos a través de la membrana mitocondrial interna 
en un proceso de dependiente de carnitina.  
-G6PC (glucose-6-phosphatase, catalytic subunit): Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) es una 
proteína integral de membrana del retículo endoplásmático que consta de varias 
subunidades. Su subunidad catalítica hidroliza la D-glucosa 6-fosfato a D-glucosa y 
ortofosfato y es por tanto una enzima clave en la homeostasis de la glucosa participando 
en la gluconeogénesis y glucogenolisis. 
-PCK1 (phosphoenol pyruvate carboxykinase 1): Fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPCK1) 
es el principal punto de control para la regulación de la gluconeogénesis. Es una proteína 
citosólica que utiliza GTP para catalizar la formación de fosfoenol piruvato a partir de 







2. LA EXPRESIÓN DE GENES GLUCONEOGÉNICOS ESTÁ AFECTADA POR EL 
SILENCIAMIENTO DE MST3 
Se sembraron y recogieron extractos de células HepG2 tras 72 horas en cultivo para el 
análisis de los niveles de mRNA en las dos poblaciones de células HepG2 shMst3 y shMst4 
con respecto a las células shControl. La qPCR de estos genes metabólicos reveló diferencias 
significativas en las enzimas gluconeogénicas G6PC y PCK1 en las poblaciones con bajos 
niveles de Mst3 (figura 24) lo que abría una ventana interesante al estudio del papel de Mst3 










FIGURA 24. La expresión de PCK1 y G6PC está afectada por el silenciamiento de Mst3. Tras 72 horas en 
cultivo sin cambiarles el medio, se recogieron extractos de las poblaciones shControl, shMst3 y shMst4 y se 
midieron los niveles de mRNA de los genes metabólicos indicados mediante qPCR y relativos a las células 
shControl. Los resultados se normalizaron con respecto a los niveles de mRNA de RPLP0 y GAPDH como 








3. PUESTA A PUNTO DEL MODELO ANIMAL. 
Con los resultados preliminares observados en las células HepG2 que apuntaban a una 
posible regulación de la gluconeogénesis por Mst3, el siguiente paso fue comprobar esta 
hipótesis en un modelo in vivo con ratones deficientes en Mst3 de forma equivalente a lo 
realizado con el modelo celular HepG2 shMst3. Se trata de ratones modificados 
genéticamente mediante el sistema Gene Trapping. Este método consiste en la generación 
de células madre embrionarias (ES, embrionic stem cells) con inserciones al azar en su DNA 
genómico de un vector que contiene un aceptor de splicing (SA, Splicing Acceptor), una 
secuencia que permite la selección (Trap cassete) y un sitio de poliadenilación (pA, 
poliAdenilation) (figura 25A). Este vector sólo se expresa cuando se inserta en un intrón de 
un gen que se esté expresando.  En este caso, la señal aceptora de splicing permite que la 
secuencia del vector sea reconocida por la maquinaria de splicing endógena y se incorpore al 
mRNA, mientras que la señal de poliadenilación en el extremo 3’ causa la parada de la 
transcripción dando lugar a un mRNA truncado y por tanto la traducción a una proteína de 
fusión no funcional. Las inserciones del vector cerca del extremo 5’ tienen mayor 
probabilidad de inactivar completamente al gen que las inserciones en extremo 3’. La 
secuencia de selección permite crecer y aislar aquellas células en las que el vector se haya 
insertado en el intrón de un gen expresado, y mediante la técnica de 5’ RACE con cebadores 
apropiados se puede identificar el mRNA producto y así identificar el gen que ha sido 

























FIGURA 25. A. Esquema de un vector gene trap estándar. B. Proceso convencional de gene trapping 
mediante el que fueron generados los ratones Mst3 deficientes. Adaptado de 
http://www.genetrap.org/tutorials/overview.html 
Una vez adquirida la línea celular gene trap para Mst3 del Consorcio Internacional del 
Gene Trap (IGTC, International Gene Trap Consortium), se encargó al Parque de Investigación 
Biomédica de Barcelona (PRBB) la obtención de animales mediante la introducción de estas 
células (tipo 129/OLA) en el blastocisto de una hembra donante C57BL/6J (pelaje negro) que 
se implanta en una hembra hospedadora. Las células madre embrionarias se integran 
colonizando varios tejidos del embrión en desarrollo y si la colonización incluye células 
germinales, el ratón resultante transmitirá el alelo mutante a la descendencia. Puesto que 
las células 129/OLA son homocigotas para el locus agoutí (color marrón), la cantidad de 





que el genoma de las ES haya colonizado la línea germinal. Las quimeras obtenidas se 
cruzaron con ratones C57BL/6J con transmisión exitosa del vector en la línea germinal dando 
lugar a camadas de fondo mixto. De estos animales, aproximadamente el 50% fueron 
heterocigotos para la mutación, los cuales fueron adquiridos  por nuestro laboratorio que 

















FIGURA 26. Esquema del proceso de obtención de ratones con gene trap en su genoma. Adaptado de 




La limitación de este tipo de ratones generados mediante el sistema gene trapping 
radica en el hecho de que se desconoce la localización exacta donde se insertó el vector 
dentro del gen diana. La única información de la que se disponía era que el vector se había 
insertado en algún lugar a lo largo de las 29 Kb del intrón 2 de Mst3. Por ello, el primer 
método de genotipado que se empleó consistía en la realización de una reverso 
transcripción seguida de PCR convencional (RT-PCR) partiendo de mRNA extraído de la cola 
del ratón. Se usaron para ello tres oligonucleótidos o cebadores que reconocieran al cDNA 
de Mst3: un cebador directo (forward) situado en el extremo 3’ del exón 1 de Mst3, un 
cebador reverso en el exón 2  (ambos amplificaban un fragmento en el alelo salvaje o 
normal (WT, Wild Type)), y un último cebador reverso  situado en el vector insertado que en 
combinación con el cebador directo del exón 1 genera un fragmento correspondiente al 
alelo mutado (GT, Gene Trap) (figura 27). Cada pareja de estos oligos amplificaba 
dependiendo del mRNA un fragmento de distinto tamaño (tabla 20). 
 
   
 
 
FIGURA 27. A. mRNA original WT de Mst3. B. mRNA quimérico compuesto por el primer exón de Mst3 y la 
inserción del vector. C. Para detectar ambos transcriptos se necesitaron 3 oligonucletótidos. Adaptado de 
http://www.sanger.ac.uk/genetrap/ 
 
TABLA 20. Combinaciones de cebadores generan 2 fragmentos de distinto tamaño dependiendo del mRNA. 
 
El genotipado de los ratones a partir de mRNA con estas combinaciones de 
oligonucleótidos solamente proporcionaba los genotipos normal o heterocigoto. Sin 
Oligos mRNA alelo WT mRNA alelo GT 
Mst3_552f  x  Mst3_833r 282 bp - 









embargo, en algunos de los que se consideraban heterocigotos, el alelo normal no generaba 
bandas con la misma intensidad que otros, lo que hacía pensar que se podrían tratar de 
homocigotos enmascarados (figura 28, flecha azul). En animales generados con estrategias 
de tipo Gene Trap a veces ocurre que un porcentaje de los mRNAs procedentes del alelo 
mutado no contienen el vector insertado, por no haberlo reconocido la maquinaria de 
splicing como un exón, un fenómeno que se ha llamado splicing around. En ese caso los 
alelos son realmente hipomórficos, no tienen su función totalmente inactivada y son 





FIGURA 28. PCR convencional mostrando el genotipado de 4 
ratones. 1: WT, 2,3: heterocigotos, 4: falso heterocigoto, es capaz 
de producir ciertos niveles de Mst3 normal debido al splicing around 
a pesar de que a nivel genómico presentaría inserción del vector en 
ambos alelos. 
 
Para saber si el alelo mutado de Mst3 estaba produciendo splicing around, y en ese caso 
identificar los homocigotos, fue necesario investigar el lugar exacto dentro del intrón 2 de 
Mst3 donde se insertó el vector y así poder diseñar unos oligonucleótidos adecuados para 
genotipar a nivel de DNA genómico. La estrategia a seguir para determinar el lugar de 
inserción del vector dentro del intrón 2 de Mst3 fue la siguiente: 
1. Para saber cómo de íntegro estaba el vector insertado fue necesario amplificar 
distintas regiones del mismo mediante la combinación de varios cebadores directos con 
algunos cebadores reversos de manera que toda la longitud de secuencia teórica del vector 
pudiera ser amplificada mediante PCR convencional (figura 29A). La combinación que dio 




fragmento de 388 pares de bases (figura 29B). Puesto que el oligo pGT10_8f se encuentra en 






FIGURA 29. El vector insertado en el intón 2 de Mst3 está íntegro. A. Conjunto de cebadores sobre la 
secuencia teórica usados para comprobar la integridad del vector insertado. 6 oligos directos (pGT10_8f a 
pGT10_1490f) (flechas verdes) y 3 oligos reversos (flechas rojas). B. PCR convencional de 5 combinaciones de 
cebadores directos con los reversos correspondientes a la secuencia del vector. Se usó como molde para 
amplificar, el ADN de un ratón heterocigoto para la inserción del vector y de genotipo previamente conocido. 
Se incluyeron dos controles positivos con cebadores que amplificaban fragmentos conocidos dentro del vector 
2. Una vez se comprobó que el vector se había insertado correctamente, se seleccionó 
el oligo reverso pGT10_396r de dirección 3’5’ más cercano al extremo del lugar de 
inserción. A continuación se diseñó mediante un programa de diseño de oligonucleótidos 
(Bio Edit)  una batería de oligos directos cada 500 pb a lo largo de las 29000 pb del intrón 2 




FIGURA 30. Esquema de la región génica del intrón 2 de Mst3 dónde se produjo la inserción del vector, 
flanqueado por los exones 1 y 2. Se indica con una interrogación el posible lugar de inserción del vector. Para 
la determinación del sitio exacto se diseñaron 58 oligos directos en el intrón 2 (i2_500 a i2_29000), que se 






3.  El oligo reverso GT10_396r se usó en 58 combinaciones con los 58 oligos directos 
correspondientes a fragmentos de la secuencia del intrón 2 de Mst3 (figura 30) y se 
sometieron a una qPCR tipo Sybr Green con el DNA molde de un ratón heterocigoto para 
buscar la combinación que amplificase un fragmento adecuado y así determinar el lugar 
exacto de inserción del vector (figura 31A). El análisis de los valores obtenidos mediante esta 
PCR reveló que la pareja de cebadores que amplificaba un fragmento válido era la formada 
por i2_17500 directo con pGT10_396 reverso, indicando así la localización más probable en 













FIGURA 31.A. Esquema de las 58 combinaciones de oligos directos del intrón de Mst3 con el oligo reverso 
pGT10_396 del vector empleadas para la amplificación por Syber Green. Se usó como molde para amplificar 
el ADN de un ratón heterocigoto para el vector de genotipo previamente conocido. Se usó como control 
positivo la pareja de oligos pGT10_8f con pGT10_396r y se puso un control negativo con la misma pareja y H2O. 
B. Cuantificación relativa de los productos de PCR con las distintas parejas.  Se observa (flecha azul) que la 






















4. Una vez localizado el sitio de inserción del vector  en torno a las 17500 pares de bases 
del intrón 2 de Mst3, se realizó  una PCR convencional con el cebador directo i2_17500, los 
cebadores correspondientes a las regiones adyacentes 500 pares de bases hacia 5’ y 500 
pares de bases hacia 3’, es decir (i2_17000 directo y i2_18000 reverso) (figura 31A, pocillos 
color rosado). Además, se incluyeron en esta PCR otros cebadores que habían generado una 
señal abundante en la PCR fluorescente. Con esta PCR convencional se esperaba confirmar 
que se amplificaba un fragmento de tamaño adecuado correspondiente a un pequeño tramo 
del intrón junto con las 396 pares de bases correspondientes al tramo de vector que 
amplificaba el cebador reverso pGT10_396r. Se observó que la combinación i2_18000 pb 
con el pGT10_396r generaba un fragmento de 500 pares de bases que acotaba todavía más 
el posible lugar de mutación. Los oligonucleótidos de las posiciones inmediatas 17500 y 
17000 pb generaron fragmentos de 1000 y 1500 pb respectivamente, lo que apoyaba a la 
posición 18000 como la más cercana al inicio del vector (figura 32). 
 
FIGURA 32. PCR convencional que confirma el 
fragmento de tamaño adecuado. Se muestran las 
combinaciones de cebadores directos de mayor 
probabilidad para la inserción del vector y el cebador 
reverso pGT10_396r. La combinación con los 
oligonucleótidos correspondientes a las regiones 
17000, 17500 y 18000 pares de bases del intrón de 
Mst3, generaron fragmentos de 1500, 1000 y 500 pares 
de bases respectivamente indicando que la posición 
más cercana a la inserción del vector sería en torno a 
las 18000 pares de bases.  
 
5. El siguiente paso fue extraer el fragmento de 500 pares de bases del gel de agarosa y 
una vez purificado se envió para su secuenciación a Stab Vida con los cebadores i2_18000f y 
pGT10_396r. Una vez recibidas ambas secuencias directa y reversa se alinearon mediante el 
programa Vector NTI® con la secuencia del vector a fin de detectar el lugar exacto de su 




vector sino también algunos nucleótidos de la secuencia del intrón 2 de Mst3 inmediata al 
lugar de inserción (figura 33). 
 
 
FIGURA 33. Fragmento de la alineación de la secuencia del vector con las secuencias de los productos de 
PCR amplificados con el primer i2_18000f y el primer pGT10_396r. Se muestra el lugar aproximado de inicio 
de la secuencia del vector donde coinciden las tres secuencias (encuadre rojo), precedido de una zona que no 
alinea con la secuencia del vector y se corresponde con ADN del intrón de Mst3 (encuadre azul). El lugar exacto 
de inserción del vector es en la posición 18100 (flecha verde). 
6. Una vez localizada la posición exacta de inserción del vector, se diseñaron unos 




contiene la mutación.  Estos oligonucleótidos fueron diseñados con un programa Bio Edit y 
consistieron en: un cebador directo que se sitúa en la posición 17941 del intrón de Mst3 a 
unas 159 pares de bases de la inserción del vector, un cebador reverso dentro de la 
secuencia del vector (Oligo GT), y otro cebador reverso situado en la posición 18245 de la 
secuencia del intrón 2 a unas 145 pares de bases del final de la inserción del vector (figura 
34).  La combinación del cebador directo con cada uno de los reversos amplifica el alelo 









FIGURA 34. Fragmento de secuencia del intrón 2 de Mst3 comprendida entre los nucleótidos 17907 a 
18292 mostrando el lugar de inserción del vector. En amarillo aparece la secuencia correspondiente al 
cebador directo (Oligo 17941f), en azul la secuencia del cebador reverso (Oligo GT). Ambos amplifican un 
tramo de 304 pares de bases del vector insertado. En verde los nucleótidos correspondientes al oligo reverso 
(Oligo 18245r) que amplifica con el directo un fragmento de 400 pares de bases del alelo normal. 
Tabla 21. Combinaciones de 3 oligonucleótidos y fragmentos que se generan según sea alelo WT o GT. 
 
Una vez situado exactamente el lugar de inserción del vector y con unos 
oligonucletótidos válidos se realizó una PCR convencional a partir del DNA genómico y se 
logró genotipar a los ratones que hubiesen incorporado el vector en su genoma de una 
Oligos Alelo WT Alelo GT 
17941f  x  18245r 304 pb - 
















Trap vector   
Oligo 18245r 




manera fiable (figura 35A). No obstante, esto constituía un genotipado preliminar puesto 
que como se explicaba anteriormente estos ratones no son mutantes completos y son 
capaces de producir ciertos niveles de Mst3 considerándose más bien ratones mutantes KD. 
La cantidad de Mst3 que pueden llegar a producir estos ratones que han incorporado el 
vector en su genoma es variable entre los distintos individuos. Por ello, fue necesario 
genotiparlos tras su sacrificio a nivel de mRNA de hígado mediante PCR cuantitativa. Esto 
permitía seleccionar a posteriori los ratones con niveles más bajos de Mst3 y excluir de los 
datos obtenidos aquellos que no contaran con la mitad o menos de mRNA de Mst3 que el 
que presentaban los ratones WT. Se observa que los niveles de mRNA de Mst3 son 
significativamente menores en ratones KD (<0,5) con respecto a ratones WT (1) (figura 35B). 












FIGURA 35. Selección de ratones KD que presenten menos del 50% de mRNA y proteína de Mst3 que los WT. 
A. PCR mostrando el genotipado de ratones macho WT, heterocigotos y KD para la mutación de Mst3. El 
genotipo WT presenta una banda a la altura de 304 pb, el KD una banda a la altura de 400 pb y el genotipo 
heterocigoto consta de dos bandas de ambos pesos. B. Cuantificación relativa de los niveles de mRNA de 
Mst3 en ratones WT vs KD. Sólo se han incluido en la media los ratones deficientes para Mst3 que presentaran 
el 50% o menos de mRNA de Mst3 que los WT. (test t, 2 colas), (WT n=8, KD n=8 p<0,0001). C. WB para Mst3 de 
ratones macho WT y KD. D. Cuantificación del WB por densitometría mediante el programa Image J. (test t, 



















4. EFECTO DE LA FALTA DE Mst3 SOBRE LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA 
EN RATONES 
4.1. Los ratones deficientes para Mst3 de 2 meses de edad y alimentados con una dieta 
convencional no presentan alteraciones metabólicas. 
Una vez se dispuso de un método de genotipado adecuado para detectar a aquellos 
ratones deficientes para Mst3 se procedió a estudiar la relevancia que la falta de Mst3 
podría tener en ciertos parámetros metabólicos. Primero se quiso saber si Mst3 afectaba al 
fenotipo metabólico en ratones sometidos a una dieta normal a las 8 semanas de edad.  
4.1.1. Fenotipado metabólico 
  Lo primero fue determinar el peso corporal (figura 36) para el que no se observan 
diferencias entre WT y KD ni en machos ni en hembras, ni tampoco en las determinaciones 
de composición corporal, masa magra y masa grasa (figura 37) medidos usando la técnica de 
resonancia magnética nuclear. Se realizó además un fenotipado metabólico más amplio 
introduciendo a los ratones de 8 semanas y en dieta convencional en jaulas metabólicas 
durante 48 horas. Los parámetros medidos fueron los siguientes:  
 
 Gasto energético (EE, Energy Expenditure). El gasto energético se mide en 
Kilocalorías/hora/kilogramo de peso del ratón y se mide en dos periodos, el de luz y el de 
oscuridad. EE es significativamente mayor tanto en machos como en hembras  por la 
noche  que por el día (p < 0,05) debido a que son animales de actividad nocturna. Sin 
embargo, no se encuentran diferencias significativas para este parámetro entre WT y KD 
en ninguno de los dos sexos. Se comparó también el gasto energético total 
(luz+oscuridad) que tampoco presentó diferencias significativas (figura 38). 
 
 Actividad locomotora (LA, Locomotor Activity). La actividad locomotora se 
expresa como el número de veces que el paso del ratón corta los haces que atraviesan la 
jaula. Como es esperable, LA  es significativamente mayor en oscuridad tanto en machos 




embargo, no se encuentran diferencias significativas en este parámetro entre WT y KD 
en ninguno de los dos sexos, tampoco en LA total (luz+oscuridad) (figura 39). 
 
 Cociente respiratorio (RQ, Respiratory Quotient). Otro de los parámetros que 
recoge este tipo de jaulas es el cociente respiratorio (RQ) que se obtiene de la relación 
entre el volumen de CO2 expulsado por los ratones y el volumen de O2 consumido 
(VCO2/VO2) y que es diferente en los periodos de luz u oscuridad. El cociente suele variar 
entre 0,7 y 1 en función de la fuente energética que esté usando el ratón en cada 
periodo (tabla 13, mat & met). Como es esperable, el RQ es significativamente mayor en 
oscuridad tanto en machos como en hembras (p <0,0001) acercándose al valor de 1 
correspondiente al consumo de carbohidratos puesto que estos animales se alimentan 
durante la noche. No existen diferencias entre ratones WT y KD ni en machos ni en 
hembras con respecto a este parámetro. El RQ promedio (luz+oscuridad) no presenta 
diferencias significativas (figura 40). 
 
  Ingesta (FI, food intake). El sistema está dotado de unas cestas dispensadoras 
de comida capaces de detectar la cantidad que consumen los ratones dentro de la jaula. 
La comparación entre WT y KD no muestra diferencias significativas en ingesta tanto en 










FIGURA 36. No hay variaciones en el peso de ratones Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos como 
en hembras. La medida de peso se realizó a las 8 semanas de edad. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO 












FIGURA 37. No hay variaciones en el % de masa grasa o masa no grasa (magra) de ratones Mst3 KD con 
respecto a los WT tanto en machos como en hembras. Los % de grasa o masa magra se obtuvieron corrigiendo 
los valores proporcionados por EchoMRI para cada ratón con su peso corporal total. (test t, 2 colas), (MACHO 
WT n=6, MACHO KD n=6 p valor % grasa=0,40 p valor % masa no grasa=0,69), (HEMBRA WT n=8, HEMBRA KD n=8 











FIGURA 38. No hay variaciones en el EE de ratones Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos como 
en hembras en los periodos de luz y oscuridad ni en el EE total. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=6, MACHO KD 
















FIGURA 39. No hay variaciones en la LA de ratones Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos como 
en hembras en los periodos de luz y oscuridad ni en la LA total. (test 2 colas), (MACHO WT n=6, MACHO KD 









FIGURA 40. No hay variaciones en RQ de ratones Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos como en 
hembras en los periodos de luz y oscuridad. (test t, 2 colas) (MACHO WT n=6, MACHO KD n=6 p valor=0,17), 














FIGURA 41. No hay variaciones en la ingesta de ratones Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos 
como en hembras. La cantidad de comida ingerida en gramos se corresponde con la acumulada durante el 
periodo de 48 horas que los ratones permanecen en las jaulas metabólicas tratándose de una dieta 
convencional. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=6, MACHO KD n=6 p valor=0,53), (HEMBRA WT n=8, HEMBRA KD 
n=8 p valor=0,21). 
 
4.1.2. Homeostasis de la glucosa 
Aunque no se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los parámetros del 
fenotipado metabólico entre WT y KD de Mst3 se quiso ver más específicamente en estos 
ratones de 8 semanas en dieta convencional el efecto de la falta de Mst3 sobre el 
metabolismo de la glucosa. Lo primero fue tomar medidas de las glucosas basales tomadas 
tras un periodo de ayuno nocturno. No se encuentran diferencias entre ratones WT y KD. 
(figura 42). Seguidamente se llevaron a cabo los tests de tolerancia comunes: un test de 
tolerancia a la glucosa (GTT) y un test de tolerancia a insulina (ITT). Ninguno de los dos test 
realizados en ratones de estas condiciones mostró diferencias significativas ni en machos ni 
en hembras, tampoco sus áreas bajo la curva (AUC) (figuras 43, 44).  Como ninguno de los 
test comunes proporcionaba diferencias significativas, se realizó un nuevo test más 
específico, el test de tolerancia a piruvato (PTT), para valorar la capacidad de producir 
glucosa a partir de un precursor gluconeogénico como es el piruvato. Estos tests se 
realizaron tras un periodo de ayuno nocturno (14 horas aproximadamente), periodo tras el 
cual se habrían agotado prácticamente todas las reservas de glucógeno del ratón, por tanto, 
la glucosa en sangre ha de restablecerse en base al aporte de otras fuentes como la 
gluconeogénesis. Puesto que habíamos visto en células HepG2 que la falta de Mst3 afectaba 




para Mst3 no fuesen capaces de producir glucosa a los niveles que lo harían los WT en el test 
de tolerancia a piruvato (PTT). Sin embargo, se encontró que el aumento de glucemia era 
también independiente de los niveles de Mst3 en estas condiciones tanto en machos como 









FIGURA 42. La glucosa basal de ratones KD para Mst3 no muestra diferencias significativas con respecto a 
los WT. Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se les midió la 
glucosa sanguínea (mg/dL). (test t, 2 colas) (MACHO WT n=14, MACHO KD n=13 p valor=0,19), (HEMBRA WT 





























FIGURA 43. A. El GTT no presenta diferencias significativas entre WT y KD tanto en machos como en 
hembras. Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se inyectaron 
intraperitonealmente con D-glucosa a una dosis 2g/kg peso corporal y se les midió la glucosa sanguínea (mg/dL) 
en intervalos de 30’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto en % relativo a los valores de 
glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC). (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO KD n=7  p valor=0,56), 
















FIGURA 44. A. El ITT no presenta diferencias significativas entre ambos genotipos tanto en machos como 
en hembras. Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se inyectaron 
intraperitonealmente con insulina a una dosis de  0,75U/kg de peso corporal y se les midió la glucosa sanguínea 
(mg/dL) en intervalos de 15’ o 30’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto en % relativo 
a los valores de glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC).  (test t, 2 colas), (MACHO WT n=6, MACHO KD n=7 



















FIGURA 45. A. El PTT no presenta diferencias significativas entre ambos genotipos tanto en machos como 
en hembras. Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se inyectaron 
intraperitonealmente con piruvato a una dosis de 1,25g/kg peso corporal y se les midió la glucosa sanguínea 
(mg/dL) en intervalos de 20’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto en % relativo a los 
valores de glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC). (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO KD n=9 p 
valor=0,12), (HEMBRA WT n=9, HEMBRA KD n=10 p valor=0,23). 
 
4.1.3. Expresión de genes gluconeogénicos 
Los estudios in vivo no mostraron efectos ante la falta de Mst3 en metabolismo de 
ratones modificados genéticamente alimentados con dieta convencional durante 8 semanas. 
No obstante, estos ratones fueron sacrificados y se extrajo mRNA de sus hígados para ver 
cómo estaba la expresión de los genes gluconeogénicos Pck1 y G6pc. También se analizaron 
genes de respuesta a ayuno como son Slc1a2, Aldh3a2, St3gal5 según lo descrito por (Boj, 
van Es et al. 2012) y (Sanderson, Degenhardt et al. 2009). Ninguno de los genes analizados 














FIGURA 46. No hay variaciones en los niveles de expresión de genes gluconeogénicos y de respuesta al 
ayuno.  El mRNA se extrajo de hígados de ratones sometidos a un ayuno nocturno de 14 horas y sacrificados 20’ 
después de la inyección intraperitoneal del precursor gluconeogénico piruvato para inducir la expresión de 
genes gluconeogénicos. Se analizaron dichos genes gluconeogénicos mediante qPCR incluyendo los genes 
control o housekeeping Actb y Rplp0. (ANOVA, 2 colas con corrección de Bonferroni). Se muestran también los 
niveles de mRNA de Mst3. Sólo se incluyeron en la estadística aquellos ratones KD con menos del 50% de Mst3 
que los WT. (p valor Mst3=0,00078). 
 
4.2. La dieta alta en grasa (HFD) desencadena la activación de las quinasas GCK-III 
Como se describe en la introducción, las quinasas Msts tienen diversas funciones y se 
conoce ampliamente su activación en condiciones de estrés oxidativo. Conociendo también 
la implicación de una de ellas (STK25/SOK1) en el metabolismo de la glucosa de ratones 
alimentados con una dieta alta en grasa (Nerstedt, Cansby et al. 2012, Cansby, Amrutkar et 
al. 2013, Amrutkar, Cansby et al. 2015, Amrutkar, Kern et al. 2015) se quiso saber si estas 
quinasas podrían ser activadas mediante su fosforilación tras inducir a los ratones un estrés 
metabólico como el que supone la administración de una dieta alta en grasa (HFD, High Fat 
Diet) durante un cierto periodo de tiempo. Así, comprobamos como se puede ver en el 
Western Blot de la figura 47A que efectivamente la fosforilación de las quinasas Mst3 y SOK1 
es mayor en ratones WT HFD con respecto a ratones WT alimentados con una dieta 
convencional (ND, Normal Diet). Se incluyó un control positivo de fosforilación de Mst4 de 
células HepG2 tratadas con Caliculina A (inhibidor de la Ser-/Thr-fosfatasa 1/2A) (Fuller, 




están significativamente aumentadas en ratones HFD, mientras que en Mst4 no se observan 












FIGURA 47. Las quinasas SOK1 y MST3 se encuentran significativamente más fosforiladas en hígados de 
ratones alimentados con HFD que los alimentados con dieta ND. A. WB de extractos de hígado de ratón con 
un anticuerpo que reconoce a las proteínas GCK-III fosforiladas en los residuos Thr178 de MST4, Thr190 de 
MST3 y Thr174 de SOK1. Estas proteínas tienen pesos moleculares muy próximos por lo que se hizo un gel al 
6% de acrilamida y se dejaron migrar hasta conseguir la separación óptima para poder distinguirlas. Como 
controles de carga se utilizaron GAPDH y la proteína total Mst3 lo que además ayudó a diferenciar por peso 
molecular las tres proteínas fosforiladas. Se incluye un control positivo de fosforilación de Mst4 en células 
HepG2 tratadas durante 10 minutos con Caliculina A 100 nM. B. Cuantificación de los niveles de fosforilación 
de las GCK-III. La cuantificación se realizó por densitometría usando el programa Image J. (test t 2 colas, HFD 
n=5, ND n=5 p valor pMST3=0,01, p valor pSOK1=0,0002, p valor pMST4=0,93). 
 
4.3. Los ratones KD para Mst3 alimentados con una dieta HFD están protegidos de la 
hiperglucemia en ayunas y la resistencia a insulina 
Una vez se comprobó que alimentando a ratones con una dieta alta en grasa se producía 






importante en la respuesta a estrés metabólico, se quiso estudiar los efectos de Mst3 en 
estas condiciones. De esta manera se repitieron los experimentos realizados anteriormente 
para ratones alimentados con dieta convencional. Ratones de la misma edad, machos y 
hembras, tanto WT como aquellos que presentan la mitad o menos de Mst3 que estos 
fueron alimentados con dieta alta en grasa (45% contenido graso) durante 21 semanas. 
Posteriormente se sometieron a un fenotipado metabólico como el realizado a las 8 
semanas de edad y alimentados con dieta convencional. 
 
4.3.1. Evolución del peso corporal durante 21 semanas de HFD 
Durante este periodo se hizo un seguimiento del peso corporal, se calculó la ganancia en 
gramos desde la semana previa al inicio de la HFD sin encontrar diferencias significativas en 
WT y KD en ningún caso, aunque con cierta tendencia a que el peso sea menor en los KD 
(figura 48). Se observa que la ganancia de peso en el caso de las hembras es menor que en 
los machos, prácticamente la mitad (mientras los machos adquirieron unos 20 gramos, las 
hembras incrementaron únicamente 10 gramos de peso) apuntando a una cierta resistencia 




FIGURA 48. No hay variaciones en la ganancia total de peso de ratones WT y KD Mst3 alimentados con HFD 
45%, tanto en machos como en hembras. A las 12 semanas de edad se les cambia la dieta convencional a los 
ratones anteriormente estudiados por una dieta HFD 45% durante 21 semanas y se anotan semanalmente los 
valores de peso corporal. (test t, 2 colas) (MACHO WT n=8, MACHO KD n=9 p valor=0,14), (HEMBRA WT n=8, 




4.3.2. Fenotipado metabólico después de HFD 
Lo primero fue determinar el peso corporal tras el periodo de 21 semanas de HFD para 
el que no se observan diferencias significativas entre KD y WT (figura 49), aunque parece 
haber tendencia hacia un menor peso de los ratones KD Mst3 tanto en machos como en 
hembras. Tampoco existen diferencias en la composición corporal, masa magra y masa grasa 
(figura 50) medidos usando la técnica de resonancia magnética nuclear. Se realizó 
nuevamente un fenotipado metabólico más amplio introduciendo a los ratones alimentados 
durante 21 semanas con HFD en jaulas metabólicas durante 48 horas. Los parámetros 
medidos fueron los definidos anteriomente: gasto energético (figura 51), actividad 
locomotora (figura 52), cociente respiratorio (figura 53). No se encontraron diferencias 
significativas para ninguno de ellos entre WT y KD en ninguno de los dos sexos. Aunque el 
cociente respiratorio (RQ) en los periodos de luz y oscuridad por separado no presenta 
diferencias significativas, existe una tendencia a que este sea menor en ratones KD Mst3 que 
en los WT después de haber sido alimentados con dieta alta en grasa (p valor machos > 0,3, 
ANOVA 2 colas). Como es de esperar tras alimentar a los ratones con HFD esos tienden a 
usar como fuente de energía principal los lípidos y sus RQ están más alejados del valor 1 
(figura 53). En cuanto a la ingesta de ratones macho alimentados con HFD existen diferencias 
significativas presentando menor ingesta los ratones KD (figura 54). Esto podría ir en 








FIGURA 49. No hay variaciones en el peso de ratones HFD Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos 
como en hembras. La medida de peso se realizó tras un periodo de 21 días en dieta alta en grasa. (test t, 2 











FIGURA 50. No hay variaciones en el % de masa grasa o masa no grasa (magra) de ratones HFD Mst3 KD con respecto a 
los WT tanto en machos como en hembras. Los % de grasa o masa magra se obtuvieron corrigiendo los valores 
proporcionados por EchoMRI para cada ratón con su peso corporal total. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO KD n=9 
p valor % grasa=0,85 p valor % masa no grasa=0,56), (HEMBRA WT n=6, HEMBRA KD n=6 p valor % grasa= 0,14 p valor % 











FIGURA 51. No hay variaciones en EE de ratones HFD Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos como 
en hembras ni en los periodos de luz y oscuridad ni en el EE total. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO 

















FIGURA 52. No hay variaciones en la LA de ratones HFD Mst3 KD con respecto a los WT tanto en machos 
como en hembras en los dos periodos de luz y oscuridad ni en la LA total. (test 2 colas), (MACHO WT n=8, 











FIGURA 53. No hay variaciones en el coeficiente respiratorio (RQ) de ratones HFD Mst3 KD con respecto a 
los WT tanto en machos como en hembras en los periodos de luz u oscuridad. (test t, 2 colas), (MACHO WT 
















FIGURA 54. Los ratones HFD macho Mst3 KD presentan menor ingesta que los WT. La cantidad de comida 
ingerida en gramos se corresponde con la acumulada durante el periodo de 48 horas en que los ratones 
permanecen en las jaulas metabólicas tratándose de una dieta convencional. (test t, 2 colas), (MACHO WT n=8, 
MACHO KD n=9 p valor=0,04), (HEMBRA WT n=6, HEMBRA KD n=6 p valor=0,14). 
 
4.3.3. Homeostasis de la glucosa después de HFD 
Después de un periodo de 21 semanas con dieta alta en grasa, tampoco se encontraron 
diferencias relevantes durante el fenotipado metabólico. Teniendo en cuenta que Mst3 se 
activa por fosforilación tras la HFD, se quiso analizar concretamente el efecto de la falta de 
Mst3 sobre el metabolismo de la glucosa para lo cual se les realizaron a los animales obesos 
los test de tolerancia comunes a glucosa e insulina GTT e ITT respectivamente. Como estos 
test se realizan típicamente tras un periodo de ayuno nocturno (14 horas aproximadamente) 
se compararon las glucosas basales tomadas justo antes de la realización de los test y como 
se puede ver en la figura 55, encontramos diferencias entre ratones macho WT y ratones 
macho KD que tienen menores glucosas basales. Sin embargo esto no sucede en las hembras.  
Debido a la diferencia encontrada para los machos, se quisieron comparar los niveles de 
glucosa con los de los mismos ratones antes de ser sometidos a la dieta alta en grasa. Tras 
21 semanas de dieta alta en grasa la glucosa basal de los ratones macho WT ha aumentado 
de forma significativa con respecto a la glucosa basal que presentaban cuando 
permanecieron durante 8 semanas con una dieta convencional, indicando que la dieta HFD 
ha sido efectiva. Sin embargo, en el caso de los ratones macho KD para Mst3, el aumento no 
es significativo. Esto parece indicar que los ratones macho KD presentaron cierta resistencia 




mismo modo, la situación parecr repetirse en las hembras, puesto que el aumento de 
glucosa basal en WT es de 9 g/100 mL mientras que en las deficientes para Mst3 este 
aumento es sólo de 4 g/100 mL, aunque en ninguno de los casos el aumento es significativo 
(figura 56). Esto a su vez sugiere una mayor resistencia al desarrollo de hiperglucemia en 
hembras normales que en machos normales. Se realizaron estas mismas comprobaciones a 
las 15 semanas de HFD (no se muestran datos), pero la glucosa basal no había aumentado 
con respecto a la glucosa basal que presentaban a las 8 semanas en dieta convencional y fue 








FIGURA 55. La glucosa basal de ratones macho HFD KD para Mst3 es significativamente menor que en los 
WT. Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se les midió la glucosa 
sanguínea (mg/dL) con un glucómetro. (test t, 2 colas) (MACHO WT n=8, MACHO KD n=9  p valor=0,014),  
(HEMBRA WT n=8, HEMBRA KD n=10 p valor=0,1). 
 
 
FIGURA 56. Los ratones KD Mst3 
presentan resistencia a la dieta alta en 
grasa. Se comparan las glucosas basales 
en g/100 mL tras ayuno de 14 horas de 
los ratones WT y KD Mst3 en dieta 
convencional durante 12 semanas con 
respecto a las glucosas basales de los 
ratones WT y Mst3 KD alimentados 
durante 21 semanas con HFD.  (test t, 2 
colas) (MACHO WT n=8 p valor=0,03, 
MACHO KD n=9  p valor=0,29),  (HEMBRA 





A continuación se muestran los test de tolerancia a glucosa GTT e insulina ITT. En el caso 
del GTT no se encuentran diferencias significativas entre WT y KD ni en machos ni en 
hembras incluso después de ser alimentados con HFD por lo que la falta de Mst3 no suponía 
un problema en el manejo de glucosa cuando se administra intraperitonealmente (figura 57). 
En el caso del ITT de ratones alimentados con HFD encontramos por primera vez diferencias 
significativas en los machos KD Mst3 con respecto a los WT. Como es esperable, tras la 
administración de una dieta alta en grasa, los ratones WT aumentan su glucosa basal y 
presentan cierta resistencia a insulina. Por el contrario, los ratones KD Mst3 presentan una 
glucosa basal más baja y además responden mejor a la administración de insulina 
intraperitoneal reduciendo en mayor medida sus niveles de glucosa sanguínea. Las 
diferencias significativas se manifiestan como una menor glucosa de los machos KD tras la 
administración de insulina intraperitoneal en dos de los tiempos de medida y en la AUC. Esto 
no ocurre para las hembras (figura 58). 
En un estado de resistencia a insulina propiciado por la administración de una dieta alta 
en grasa en el que también los niveles de glucosa basal después de ayuno están aumentados, 
la gluconeogénesis contribuiría todavía más a aumentar dichos niveles. Por ello, y teniendo 
en cuenta la posible regulación de Mst3 sobre enzimas gluconeogénicos, resultaba 
interesante comparar nuevamente la capacidad que presentaban estos ratones obesos para 
transformar piruvato a glucosa en un test más específico, PTT o test de tolerancia a piruvato, 
en ausencia o presencia de Mst3. Como se puede ver en la figura 59, los ratones deficientes 
para Mst3 presentan niveles significativamente menores de glucosa sanguínea tras la 
administración intraperitoneal de su precursor piruvato que animales WT, tanto en dos de 
los tiempos de medida como en la AUC. Esto no ocurre de la misma forma para las hembras, 



























FIGURA 57. A. El GTT no presenta diferencias significativas entre ambos genotipos alimentados con HFD 
tanto en machos como en hembras.  Se mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este 
periodo se inyectaron intraperitonealmente con D-glucosa a una dosis 2g/kg peso corporal y se les midió la 
glucosa sanguínea (mg/dL) en intervalos de 30’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto 
en % relativo a los valores de glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC). (test t, 2 colas) (MACHO WT n=9, 



































FIGURA 58.A. Los ratones machos HFD KD Mst3 responden mejor a insulina que los machos HFD WT. Se 
mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se inyectaron 
intraperitonealmente con insulina a una dosis de  0,75U/kg de peso corporal y se les midió la glucosa sanguínea 
(mg/dL) en intervalos de 15’ o 30’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto en % relativo 
a los valores de glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC). (test t, 2 colas), (MACHO WT n=9, MACHO KD n=9 


































FIGURA 59.A. Los ratones machos HFD KD Mst3 producen menos glucosa a partir de piruvato que los WT. Se 
mantuvieron los ratones en ayunas durante 14 horas, transcurrido este periodo se inyectaron 
intraperitonealmente con piruvato a una dosis de 1,25g/kg peso corporal y se les midió la glucosa sanguínea 
(mg/dL) en intervalos de 20’ durante 2h. Se muestran los valores de glucosa en cada punto en % relativo a los 
valores de glucosa basal. B. Áreas bajo la curva (AUC). (test t, 2 colas), (MACHO WT n=9, MACHO KD n=9 p 
valor=0,026), (HEMBRA WT n=8, HEMBRA KD n=10 p valor=0,61). 
 
4.3.4. Niveles de insulina en suero 
Dado que el test de tolerancia a insulina mostró diferencias significativas para los 
machos indicando que los KD Mst3 respondían mejor a la inyección intraperitoneal de 
insulina disminuyendo sus niveles de glucosa en mayor medida que los WT, nos planteamos 
mirar directamente los niveles de esta hormona en suero tras 3 horas de ayunas. La figura 
60A nos muestra niveles significativamente inferiores de insulina en suero para los ratones 
Mst3 KD con respecto a los WT después de ser alimentados con HFD. Las diferencias no 





al papel de Mst3 activado por estrés metabólico y concuerdan con el hecho de que los 
ratones deficientes en Mst3 presenten cierta resistencia a sufrir los efectos de la dieta alta 
en grasa y por tanto que se conviertan en menos resistentes a insulina. De hecho, el 
incremento en insulina debido a la administración de HFD y como indicador de resistencia a 
insulina, es sólo significativo para los WT. 
Los bajos niveles de insulina en ratones Mst3 KD con respecto a los WT tras la HFD  
junto con el hecho de que sus glucosas basales en ayuno también sean significativamente 
menores (figura 56), nos está indicando que la falta de Mst3 podría mejorar la sensibilidad a 
insulina en un estado similar a la diabetes inducida por obesidad. En ese sentido nos pareció 
interesante aplicar a nuestros ratones el índice HOMA-IR (Matthews, Hosker et al. 1985). 
HOMA-IR son las siglas en inglés del modelo homeostático de evaluación de la resistencia a 
insulina. Es un cálculo derivado de la glucosa en ayunas y la insulina en ayunas y su utilidad 
consiste en evaluar la presencia de resistencia a la insulina, condición que es un factor de 
riesgo para enfermedades cardiovasculares y enfermedades tales como el síndrome 
metabólico y la diabetes mellitus. Se calcula según la fórmula mostrada más abajo en base a 
una constante diseñada para humanos pero el resultado se puede trasladar a ratones. En 
nuestro caso el HOMA-IR de ratones KD Mst3 es significativamente menor que el índice para 
los WT, lo que confirmaría nuestra hipótesis acerca de que la falta de Mst3 sería un factor 
protector frente a la resistencia a insulina (figura 60B). 
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𝒎𝑼






















FIGURA 60. Los ratones machos HFD Mst3 KD presentan menor resistencia a insulina. A. Niveles de insulina 
de ratones machos Mst3 KD frente a WT, ND o HFD. La recogida de suero se realizó a partir de sangre de la 
cola tras un ayuno de 3 horas. El suero se analizó con un kit comercial de ELISA y los resultados se 
interpretaron mediante el software GRAPH PAD utilizando una curva dosis-respuesta con ecuación tipo 
Sigmoidal. (test t, 2 colas), (MACHO WT ND n=5, MACHO KD ND n=7 p valor=0,44) (MACHO WT HFD n=8, MACHO 
KD HFD n=8 p valor=0,02). (p valor WT=0,04, p valor KD=0,13) B. Índice HOMA-IR de ratones macho 
alimentados con HFD. Este índice se calculó a partir de los valores de insulina obtenidos para cada ratón en el 
ELISA con sus valores correspondientes de glucosa basal en ayunas. (test t 2 colas), (MACHO WT n=8, MACHO KD 
n=8 p valor=0,035). 
 
4.3.5. Expresión de genes gluconeogénicos después de HFD 
Los resultados encontrados para los machos en el test de tolerancia a piruvato apoyan el 
posible papel de Mst3 sobre la regulación de enzimas gluconeogénicas al igual que lo 
encontrado para las células de hepatocarcinoma de hígado. Sin embargo, para ver este 
efecto in vivo parece necesario provocar en el ratón un tipo de estrés como el metabólico 
mediante la administración de una dieta alta en grasa que tiene como consecuencia la 
mayor activación por fosforilación de la actividad quinasa de Mst3. Bajo esta suposición, 
decidimos comparar nuevamente los niveles de expresión de genes gluconeogénicos en 
hígado de ratones alimentados con dieta alta en grasa en ausencia o presencia de Mst3. 
Como se puede ver en la figura 61 y a diferencia de lo que ocurría con ratones alimentados 
durante 8 semanas con dieta convencional (figura 46), vemos una disminución en los genes 
Pck1 y G6pc significativa en el caso de la última. No se observan diferencias en cuanto a los 





grasos indicando que el efecto de la falta de Mst3 es bastante específico sobre la 











FIGURA 61. Los niveles de mRNA de G6pc de ratones HFD KD Mst3 son significativamente menores que los 
HFD WT.  El mRNA se extrajo de hígados de ratones HFD sometidos a un ayuno nocturno de 14 horas y 
sacrificados 20’ después de la inyección intraperitoneal del precursor gluconeogénico piruvato para inducir la 
expresión de genes gluconeogénicos. Se analizaron dichos genes gluconeogénicos mediante qPCR incluyendo los 
genes control o housekeeping Actb y Rplp0. (ANOVA, 2 colas con corrección de Bonferroni), (MACHO WT n=8, 
MACHO KD n=9 p valor Pck1=0,15, p valor G6pc=0,005, p valor Slc1a2=0,57, p valor Aldh3a2=0,68, p valor 
St3gal5=0,31, p valor Acc=0,07, p valor Fasn=0,24). Se muestran también los niveles de mRNA de Mst3. Sólo se 
incluyeron en la estadística aquellos ratones KD con menos del 50% de Mst3 que los WT. (p valor Mst3=2,5x10-8). 
 
4.4. Los ratones deficientes para Mst3 alimentados con una dieta HFD presentan 
menos triglicéridos en hígado 
Además de analizar los niveles de mRNA en el hígado de nuestros ratones, se quiso ver el 
efecto de la administración de dieta alta en grasa en este órgano y comparar cómo afectaba 
la ausencia de Mst3 al proceso de esteatosis hepática. Se realizó una cuantificación relativa 
de los niveles de triglicéridos mediante la utilización de un kit comercial (figura 62A). Los 
resultados de la cuantificación mostraron niveles significativamente menores de triglicéridos 
en ratones KD para Mst3 con respecto a los niveles de los WT lo que parece concordar 





alta en grasa. Se realizaron tinciones de cortes histológicos con hematoxilina-eosina las 













FIGURA 62. Los ratones machos HFD KD Mst3 presentan menos triglicéridos en hígado que los WT. A. 
Niveles de triglicéridos en hígado de WT y KD después de HFD. Se procesaron los hígados de ratones HFD KD 
y WT y se extrajeron los triglicéridos con un kit de SPINREACT. (test t, 2 colas), (MACHO WT ND n=8, MACHO KD 
ND n=9 p valor=0,041) B. Tinción representativa de hematoxilina-eosina de ratones WT y KD después de 
HFD. Las barras negras presentan 100 µM.  
 
4.5. Los ratones deficientes para Mst3 alimentados con una dieta HFD tienen menor 
cantidad de glucógeno hepático 
Como se mencionaba en la introducción, tras un periodo de ayuno y como paso previo a 
la producción de glucosa mediante gluconeogénesis se consumen los depósitos de 
glucógeno hepático. Se quiso comparar si los niveles de glucógeno eran diferentes entre 
ratones KD y WT alimentados durante 21 semanas con HFD y se observaron diferencias 
significativas que indicaban una menor cantidad de glucógeno hepático con la falta de Mst3. 





nocturno de ayuno de 14 horas donde las reservas de glucógeno ya se habrían consumido en 
gran parte. Por ello, y ante la posibilidad de no detectar niveles de glucógeno comprendidos 
dentro de la recta patrón se incluyó un control de un ratón alimentado ad libitum con HFD, 
es decir, sin ser sometido a ayuno y se observa que sus depósitos de glucógeno son 
sustancialmente mayores que los ratones analizados (figura 63, barra azul). 
 
FIGURA 63. Los ratones machos HFD KD Mst3 presentan menos 
glucógeno en hígado que los WT. Se procesaron los hígados de 
ratones HFD KD y WT y se determinó la cantidad de glucógeno por 
mg de hígado con un kit de medición de glucógeno hepático por 
colorimetría. Se incluyó un ratón control alimentado ad libitum con 






5. ESTUDIO A NIVEL MOLECULAR DEL EFECTO DE LA FALTA DE MST3 
SOBRE LA REGULACIÓN DE LA GLUCONEOGÉNESIS 
 
5.1. La actividad del promotor de G6PC se regula por la presencia de Mst3 
Con todas las evidencias obtenidas  in vivo acerca del importante papel de Mst3 en el 
manejo de la gluconeogénesis y el efecto que produce su falta tras someter a los ratones a 
una dieta alta en grasa, cabe preguntarse a qué nivel molecular podría estar ejerciendo Mst3 
dicha regulación, es decir, si estaría actuando directamente promoviendo la transcripción de 
genes gluconeogénicos o si sería una regulación indirecta ejerciendo su actividad quinasa 
sobre algún otro enzima de la ruta que conduce a la producción de glucosa en ayunas.  
En primer lugar, se quiso ver el efecto que la falta de Mst3 tendría sobre la regulación 
de los promotores de G6PC y PCK1. Para este fin se realizaron ensayos de luciferasa 




enzimas gluconeogénicas clonados en el vector pGL3.  También se cotransfectaron estas 
células con un plásmido de expresión de Mst3 para intentar recuperar el efecto de su falta.  
Los resultados de la transfección de células HepG2 shcontrol y shMst3 con estos dos 
promotores mostraron que ante la falta de Mst3 se reduce prácticamente un 20% la 
actividad del promotor de G6PC y lo hace de forma significativa. Del mismo modo, cuando se 
sobreexpresa en estas células Mst3 exógeno, se aumenta en casi un 50% la actividad del 
promotor tanto en las células control como en las shMst3 (figura 64A).  El hecho de que la 
falta de Mst3 reduzca la actividad del promotor en estas células y de que al introducir Mst3 
exógeno se recupere la actividad a niveles de las células control, confirma que Mst3 tiene un 
efecto sobre la expresión del enzima gluconeogénico G6PC. Este experimento se realizó en 
paralelo para el promotor de PCK1, y aunque se logró una cierta reducción en su actividad 
no llegó a ser significativa. Tampoco se observa una estimulación del promotor de PCK1 al 
sobreexpresar Mst3 en las células tanto control como shMst3 (figura 64B). Aunque se 
observa un efecto significativo de Mst3 sobre la actividad de Mst3 no parece una gran 
diferencia que pueda explicar la considerable disminución que se encuentra en los niveles de 
mRNA de G6PC cuando se suprime Mst3 en estas células. Esto junto con el hecho de que 
tampoco encontramos diferencias significativas en cuanto al promotor de PCK1, mientras 
que sí las tenemos en sus niveles de mRNA en ausencia de Mst3, lleva a pensar que los 






















FIGURA 64. La actividad del promotor de G6PC se regula por la presencia o ausencia de Mst3. Se 
cotransfectaron las células HepG2 shContol o shMst3 con el vector pGL3 que contiene a cada promotor y con un 
vector que expresa Mst3 o vacío. Al mismo tiempo se transfectaron dichas células con un plásmido β-Gal de 
forma que todos los valores de luminiscencia producidos por el promotor se corrigieron por el valor de 
absorbancia producido por la β-Galactosidasa. También se incluyó un control con un pGL3 basic sin promotores. 
A. Actividad del promotor pGL3-G6PC (test t, 1 cola), (n= 11 experimentos, p valor de G6PCp =0,048) (p valor 
entre G6PCp y G6PCp+Mst3 de shc=0,004, p valor entre G6PCp y G6PC+Mst3 de shMst3=0,004). B. Actividad del 
promotor pGL3-PCK1 (test t, 1 cola) (n= 10 experimentos, p valor de PCK1p =0,12 ) (p valor entre PCK1p y 
PCK1p+Mst3 de shc=0,53, p valor entre PCK1p y PCK1+Mst3 de shMst3=0,19). 
 
5.2. El silenciamiento de Mst3 no afecta a la vida media de G6PC 
Puesto que no se obtuvo un gran efecto de Mst3 sobre la regulación de los promotores 
gluconeogénicos PCK1 y G6PC, se quiso ver si la disminución del mRNA de estos enzimas en 
las células shMst3 se debía en realidad a que la vida media del mensajero fuese menor en 
ausencia de Mst3 o que Mst3 fuera necesario para la estabilidad del mensajero de G6PC y 
PCK1. Para llevar a cabo este estudio, una manera relativamente sencilla de analizar la 
cinética de degradación del mRNA consiste en bloquear la transcripción celular con 
inhibidores como la Actinomicina D (interfiere con la transcripción intercalándose en el 
DNA). Se añade a las células actinomicina D (a concentraciones entre 5 y 10 µM) y se mide la 
cantidad de mRNA persistente a varios tiempos para calcular la tasa de degradación del 





mRNA de G6PC y PCK1 medida en células shControl y shMst3. No se encontraron diferencias 
en dicha vida media independientemente de la presencia/ausencia de Mst3. Aunque en el 
caso de PCK1, la tendencia es a que vida media en las shMst3 sea un poco mayor que en las 
shcontrol, esto iría en contra de lo esperado y no explicaría  los bajos niveles de mRNA de 
PCK1 que se encuentran en las shMst3 para esta enzima. 
 
 
FIGURA 65. No existen diferencias en la vida media del mRNA de G6PC y PCK1 en ausencia de Mst3. Se 
trataron células HepG2 shcontrol o shMst3 con Actinomicina D 5µM durante 4, 8, 12, 16, 20 o 24 horas, se 
realizó una extracción de mRNA y se analizó la vida media del mRNA de G6PC y PCK1 mediante qPCR. Se usó 
como housekeeping el 18S puesto que se define como uno de los genes más estables y tiene una vida media 
muy larga. (test t, 2 colas) (n= 3 experimentos, p valor PCK1=0,36, p valor G6PC=0,64). 
 
5.3. El silenciamento de Mst3 afecta a la vía de respuesta a insulina aumentando la 
fosforilación de AKT y su sustrato FOXO1 así como la actividad de mTORC2 
Lo siguiente fue realizar estudios de fosfoproteómica para tratar de saber qué quinasas 
podrían ver comprometida su fosforilación por la falta de Mst3. Para ello, se recurrió a un kit 
comercial (Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array KIT) que es un inmunoensayo 
tipo sandwich sobre membrana. Presenta una serie de anticuerpos que se distribuyen de 
forma punteada y por duplicado sobre una membrana de nitrocelulosa y reconocen 
proteínas diana específicas presentes en la muestra (figura 66). Detecta la fosforilación de 
las proteínas capturadas gracias a anticuerpos secundarios fosfoespecíficos y biotinilados. 
Por último, la señal producida se visualiza usando reactivos de detección quimioluminiscente 




FIGURA 66. Plantilla de un array de fosfoproteínas 
humanas. Cada dos puntos consecutivos en la horizontal 
se corresponde con un anticuerpo adherido a la 
membrana de nitrocelulosa que reconoce fosforilaciones 




La incubación de este array con extractos de HepG2 shcontrol o shMst3 después de 72 
horas en cultivo cuando existe una elevada tasa de producción de glucosa mediante 
gluconeogénesis mostró algunas diferencias de fosforilación en algunas quinasas 
importantes dependiendo de la ausencia o presencia de Mst3. De todas ellas, en las 
coordenadas B9, B10 correspondientes a AKT 1/2/3 aparece significativamente más 
fosforilada en S473 en las células shMst3 que en las control y en las coordenas E5, E6 
correspondientes a Fgr pTyr412 más fosforilada en las shControl (figura  67 A,B).  Debido a la 
conocida relación de AKT con el metabolismo de la glucosa y la expresión de genes 









FIGURA 67. AKT 1/2/3 aperece más fosforilada en serina 473 de células shMst3 que en células control A. 
Array de fosfoproteínas humanas. Se incubaron las membranas que contenían a los anticuerpos primarios de 
fosfoproteínas humanas con extractos de células HepG2 shcontrol y shMst3 recogidos a las 72 horas de cultivo. 
Se reveló mediante la utilización de anticuerpos secundarios biotinilados y sustrato quimioluminiscente. El 
encuadre rojo muestra los duplicados correspondientes a AKT 1/2/3 fosforilada en Ser 473. B. Cuantificación 
relativa de las fosfoproteínas más relevantes del array. (Siguiente página). La densitomería se realizó 
mediante el programa Image J, se corrigieron los valores de cada punto por los controles incluídos en la propia 

































El haber encontrado AKT más fosforilado en Ser 473 para las células shMst3 que para las 
shControl resultó muy interesante desde el punto de vista de que una de las rutas más 
relevantes en el control de la gluconeogénesis es la vía de señalización de la insulina, donde 
AKT es un elemento central. Como se explica en la introducción, si se considera que en 
ayunas los bajos niveles de insulina impiden que AKT se fosforile y por tanto consiguen que 
su sustrato FOXO1 pueda entrar en el núcleo para promover la expresión de genes 
gluconeogénicos, parece lógico pensar que en las células shMst3 donde AKT está más 
fosforilado, la expresión de genes gluconeogénicos se vea comprometida.  
A fin de corroborar el resultado del array de proteínas, se decidió realizar un estudio 
más detallado acerca de los niveles de fosforilación de las principales proteínas de la vía de 
la insulina en presencia o ausencia de Mst3. Se realizaron WB para el receptor de insulina 
(IR), el sustrato del receptor de insulina (IRS1), la propia AKT y FOXO1, tanto para sus estados 
fosforilados como para proteína total comparando células shcontrol y shMst3 tratadas o sin 
tratar con insulina (figura 68A). Los resultados de la densitometría de estos WB confirman 
que existe una mayor fosforilación de AKT en la serina 473 y en la treonina 308, en ausencia 
de Mst3 (ambas fosforilaciones son necesarias para la total activación de AKT) y también se 
encuentra aumentada la fosforilación en el sustrato de AKT FOXO1 tanto en la treonina 24 y 
la serina 256 de células shMst3. 
mTORC2 es un complejo proteico también importante para la activación de AKT y lo 
puede hacer fosforilándola directamente sobre la treonina 308 o través de la fosforilación 
ejercida por su sustrato SGK1 en la ser 473. Por ello, se analizó la fosforilación del sustrato 
de SGK1 llamado NDRG1  para su fosforilación en  treonina 346 el cual se considera un buen 
biomarcador de la actividad de mTORC2 (Garc and Alessi 2008, Toker and Marmiroli 2014) y 
se encontró también que la fosforilación de NDRG1 en su treonina 346 está aumenta en las 
células shMst3.  
Sin embargo, estas diferencias significativas desaparecen al tratar las células con insulina 
indicando que la regulación de Mst3 sería más importante en situaciones de ayunas donde 
los niveles de insulina son limitantes y donde se requiere la síntesis de glucosa por 




insulina IRS1 no muestran cambios significativos en ausencia de Mst3 o sorprendentemente 
tampoco las presentas otros sustratos downstream como GSK3β, lo que define un poco más 
el posible lugar de acción de Mst3 regulando a G6PC y PCK1 a nivel de AKT o su substrato 
FOXO1 (figura 68C). 
5.4. El silenciamento de Mst3 no afecta a otras vías metabólicas importantes o a 
determinadas vías MAPK 
En paralelo se quiso analizar la afectación de otras proteínas implicadas en vías 
importantes del metabolismo por la falta de Mst3. Una de ellas fue AMPK, (AMP-activated 
protein kinase) que actúa como sensor regulando el metabolismo celular ante la falta de 
nutrientes, promoviendo por un lado tanto la oxidación de lípidos como la captación de 
glucosa y por otro apagando procesos como la síntesis de lípidos o glucosa (Long and Zierath 
2006). Otra de ellas, ERK 1/2, se activa por insulina junto con AKT/PKB para promover no 
sólo proliferación celular y supervivencia, sino también la translocación de vesículas Glut4 y 
la captación de glucosa en los tejidos más relevantes (Ruiz-Alcaraz, Lipina et al. 2013). 
Teniendo en cuenta el hecho de que algunas quinasas están implicadas en la cascada de 
señalización MAPK de la que forma parte ERK 1/2 (Sugden, McGuffin et al. 2013), nos llevó a 
querer ver el estado de fosforilación tanto de ERK1/2 como AMPK en ausencia de Mst3  y 
como se observa en la figura 68B y en su cuantificación por densitometría en la figura 68C no 



































FIGURA 68. Las fosforilaciones de AKT, su sustrato FOXO1  y NDRG1 están aumentadas en ausencia de Mst3. 
Se recogieron extractos de células shcontrol y shMst3 serodeprivadas 24 horas o serodreprivadas 24 horas y 
tratadas con insulina 100 nM durante 20 minutos. A. WB de las principales proteínas fosforiladas de la vía de 







AMPK y ERK 1/2  fosforiladas. Se muestran las proteínas fosforiladas y sus correspondientes controles de 
proteína total o Tubulina/Gapdh. C. Cuantificación relativa de las fosfoproteínas de la vía de insulina. La 
densitometría se realizó mediante el programa Image J, se corrigieron los valores de cada banda por su valor 
de proteína total y se relativizó el valor de las shMst3 al valor de las shControl. (test t, 2 colas) (n= 3 
experimentos mínimo, p valor pIR=0,013, p valor pAKT S473=0,0002, p valor T308=0,046, p valor pFOX01 
S256=0,02, p valor pFOX01 T24=0,002, p valor NDRG1 T346=0,018). 
5.5. Ratones KD Mst3  tienen aumentada la fosforilación de AKT y NDRG1  
Para saber si la falta de Mst3 tenía el mismo efecto sobre la señalización de la ruta de la 
insulina como ocurría en células en cultivo, se compararon en los hígados de ratones HFD los 
niveles de fosforilación tanto del receptor de insulina (IR) como de AKT. El receptor de 
insulina presentaba cierta tendencia a estar más fosforilado en los ratones WT que en KD 
Mst3, lo que podría estar reflejando su estado de hiperinsulinemia (figura 69A,B). A pesar de 
ello, la fosforilación de AKT en Ser 473 y de NDRG1 en T346 era mayor en los animales 
deficientes para Mst3 lo que es consecuente con los menores niveles de mRNA de G6PC en 
hígado anteriormente mostrados (figura 61).  Mst3 puede estar ejerciendo un bloqueo de la 
señalización de la insulina downstream del receptor y su falta es capaz de causar la 




















FIGURA 69. La fosforilación de AKT y NDRG1 e está aumentada en ratones deficientes para Mst3. Se extrajo 
proteína de hígado de ratones que habían sido sometidos un periodo de ayunas de 14 horas y 20 minutos tras la 
inyección intraperitoneal de piruvato a una dosis de 1,25g/kg peso corporal A. Inmunoprecipitación de IR y 
WB para su fosforilación en tirosina, WB para la fosforilación en serina 473 de AKT y WB para Mst3 de cada 
ratón. Se muestra como control de carga Gapdh. B. Cuantificación relativa de las fosfoproteínas InsR y AKT.  
Se cuantificaron las imágenes mediante el programa Image J, se corrigieron los valores de proteína fosforilada 
IR por IR total y las los valores de pSer473-AKT y pT346-NDRG1 por su valor de GAPDH. (test, 2 colas), (MACHO 
WT HFD n=5, MACHO KD HFD n=5 p valor pSer473-AKT/Gapdh=0,0011, p valor pY-InsR/InsR=0,097, p valor 
pNDRG1/tubulina<0,0001). 
 
5.6. La regulación de Mst3 sobre genes gluconeogénicos se produce cuando los niveles 
de insulina son bajos 
Como se ha visto, este estudio sugiere que Mst3 tiene un efecto sobre la regulación de 
enzimas de la vía de insulina cuando los niveles de esta hormona son bajos, que es, en el 
caso de los ratones, después de un periodo de ayunas y en el caso de las células HepG2, en 
una situación en la que consideramos que se ha agotado la glucosa del medio después de 
haber permanecido 72 horas en cultivo sin cambiarles el medio. En cambio, al añadir insulina 
al medio de cultivo, las diferencias de fosforilación de proteínas de la vía de insulina en 
ausencia de Mst3 desaparecen. Se quiso comprobar que esto era trasladable a nivel de 
expresión de los genes gluconeogénicos G6PC y PCK1. Por ello, se recogieron extractos para 
mRNA de estas células tanto en condiciones de baja glucosa como tratadas con insulina. Los 
resultados mostraron que efectivamente, en condiciones donde la gluconeogénesis está 
estimulada por la baja cantidad de glucosa y por la ausencia de insulina en el medio, los 






respecto a las shcontrol mientras que al darles insulina se inhibían por igual en ambos tipos 
de células (figura 70). 
 
FIGURA 70. En ausencia de Mst3 y con bajos niveles de insulina la expresión de G6PC y PCK1 es menor. Se 
recogieron extractos de células shcontrol y shMst3 tras 72 horas en cultivo tratadas o sin tratar con insulina 100 
nM durante 20 min. Se analizó el mRNA de PCK1 y G6PC así como el propio Mst3 mediante PCR a tiempo real 
incluyendo los genes control o housekeeping ACTB y RPLP0. (ANOVA, 1 cola con corrección de Bonferroni). (n= 
4 experimentos p valor G6PC<0,0001, p valor PCK1<0,01). Se muestran también los niveles de mRNA de Mst3. 
(p valor<0,0001 con o sin insulina).  
5.7. En ausencia de Mst3 se produce una menor entrada de FOXO1 al núcleo para 
promover la expresión de genes gluconeogénico 
 
Para ara comprobar si este resultado se correlacionaba directamente con la capacidad de 
FOXO1 de entrar en el núcleo a promover la expresión de genes gluconeogénicos de forma 
distinta en presencia o ausencia de Mst3, se realizaron inmunofluorescencias para este 
factor de transcripción el cuál bajo estimulación con insulina, es fosforilado por AKT 
promoviendo su salida al citoplasma donde permanece unido a la proteína 1433ζ. Por el 
contrario, en situaciones de ayuno, cuando los niveles de insulina son bajos, AKT no fosforila 
a FOXO1 y este se queda en el núcleo para promover la expresión de PCK1 y G6PC. Las 
inmunofluorescencias confirmaron que entra menos FOXO1 al núcleo en condiciones de 
falta de insulina en las células shMst3 (figura 71A) y la relación entre el FOXO1 nuclear y el 






































FIGURA 71. Las células shMst3 presentan menores niveles de FOXO1 nuclear en ausencia de insulina. Se 
sembraron células shControl y shMst3 sobre cubres pretratados con Poli-L-Lisina, a las 72 horas se trató con 
insulina 100 nM durante 20 minutos a la mitad de los cubres mientras que la otra mitad se dejaron sin tratar. A. 
Imágenes de microscopía confocal. Se fijaron las células con paraformaldehído 4%, se incubaron con 
anticuerpo primario α-FOX01 y posteriormente con un anticuerpo secundario unido a fluoróforo verde (Alexa-
488) y el marcador nuclear de DNA azul Hoestcht 33342 (azul).  Se muestran  imágenes  de  microscopía  
confocal  de  campos  representativos, obtenidas utilizando un objetivo de 63X. La escala representa 25 µm. B. 
Cuantificación de la cantidad de FOX01 nuclear. Se analizaron las imágenes mediante el software Image J. 
(ANOVA, 2 colas con corrección de Bonferroni) (n=7 imágenes por condición, p valor<0,001).  
5.8. El efecto de Mst3 sobre la vía de insulina depende de PI3K 
Para corroborar que realmente la regulación de Mst3 sobre los genes gluconeogénicos se 
produce a través de la vía de señalización de la insulina y si era dependiente de la actividad 
de PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), se trataron ambos tipos de células con LY294002 que 
es un potente inhibidor de PI3K permeable a las células y que actúa sobre su sitio de unión a 
ATP. Como consecuencia PI3K no puede dar lugar a la activación de AKT/PKB lo que se refleja 
tanto en los WB y densitometrías de AKT fosforilada como de su sustrato FOXO1 fosforilado 
y de NDRG1 fosforilado (figura 72A,B). Sin embargo, parece que la inhibición de la 
fosforilación de AKT/FOXO1/NDRG1 es independiente de la falta de Mst3 y se inhibe por 
igual tanto en las células shControl como en las shMst3 demostrando que el efecto de Mst3 
en la ruta de la insulina depende de la actividad de PI3K  (figura 72B). 
Parece que en condiciones de baja insulina Mst3 estaría actuando como inhibidor de la 





por el contrario, en las células deficientes para Mst3, tengamos una mayor fosforilación de 
AKT y como consecuencia, una menor expresión de G6PC y PCK1.  Para corroborar esta 
hipótesis se analizaron también los mRNAs de G6PC y PCK1 en presencia o ausencia de 
LY294002. Se observa que el inhibidor aumenta de forma significativa la expresión de G6PC,  
pero en el caso de las shMst3 no se alcanzan los mismos niveles de expresión que se 
alcanzan en las shControl. En cuanto a PCK1 no conseguimos aumentar significativamente su 










FIGURA 72. La inhibición de PI3K inhibe la fosforilación de AKT, FOXO1 y NDRG1 independientemente de 
Mst3. Se sembraron células shControl y shMst3, tras 72 horas en cultivo se trataron con LY294002 10µM o DMSO 
durante 8  horas y finalmente se recogieron extractos proteicos. A. WB de células shControl y shMst3 tratadas 
con o sin inhibidor LY294002. Se muestra GAPDH como control de carga así como las proteínas totales. B. 
Cuantificación por densitometría de pS473 AKT,  pT24 FOXO1 y pT346 NDRG1. La densitometría se realizó 
mediante el programa Image J, se corrigieron los valores de cada banda por su valor de proteína total y se 
relativizó el valor de las shMst3 al valor de las shControl. (ANOVA, 2 colas con corrección de Bonferroni) (pS473 









FIGURA 73. La inhibición de PI3K aumenta significativamente la expresión de G6PC en ambos tipos de 
células aunque en las shMst3 no se recuperan los niveles de las shControl. Se recogieron extractos de 
células shcontrol y shMst3 tras 72 horas en cultivo tratadas o sin tratar con LY294002 10 µM 8 horas. Se analizó 
el mRNA de PCK1 y G6PC así como el propio Mst3 mediante PCR a tiempo real incluyendo los genes control o 
housekeeping ACTB y RPLP0. (test t, 2 colas). (n= 4 experimentos p valor G6PC shc < 0,04, p valor G6PC 
shMst3<0,002).  
5.9. En ausencia de Mst3 se produce una menor entrada de FOXO1 al núcleo tras la 
inhibición de PI3K 
Al igual que lo realizado anteriormente para ver la localización núcleo/citoplasma de 
FOXO1 tras el tratamiento con insulina se realizó la misma aproximación a través de 
inmunofluorescencias trantando las células con el inhibidor LY294002. Al impedir la 
fosforilación de AKT se impide como consecuencia la fosforilación de FOXO1 de forma que 
este puede permanecer en el núcleo para promover la expresión de genes gluconeogénicos. 
Como vemos en las imágenes de confocal de la figura 74A al tratar las células tanto shcontrol 
como shMst3, FOXO1 se internaliza prácticamente por completo, aunque lo hace en menor 
medida en las células deficientes para Mst3 (figura 74B). El hecho de que llegue menos 
FOXO1 al núcleo parece una explicación coherente de porqué los niveles de mRNA de PCK1 y 
G6PC son menores en las células shMst3 ya que no se puede promover su expresión al nivel 







































FIGURA 74. Las células shMst3 presentan menores niveles de FOXO1 nuclear al tratarlas con LY294002. Se 
sembraron células shControl y shMst3 sobre cubres pretratados con Poli-L-Lisina, a las 72 horas se trató con 
LY294002 10 µM durante 50 minutos a la mitad de los cubres mientras que la otra mitad se dejaron sin tratar. A. 
Imágenes de microscopía confocal. Se fijaron las células con paraformaldehído 4%, se incubaron con 
anticuerpo primario α-FOX01 y posteriormente con un anticuerpo secundario unido a fluoróforo verde (Alexa-
488) y el marcador nuclear de DNA azul Hoestcht  33342 (azul).  Se  muestran  imágenes  de  microscopía  
confocal  de  campos  representativos, obtenidas utilizando un objetivo de 63X. La escala representa 25 µm. B. 
Cuantificación de la cantidad de FOX01 nuclear. Se analizaron las imágenes mediante el software Image J. 
(ANOVA, 2 colas con corrección de Bonferroni) (n=7 imágenes por condición, células tratadas p valor<0,001, 
células sin tratar p valor<0,01). 
   
5.10. Mst3 es importante no sólo para la regulación de genes gluconeogénicos con 
bajos niveles de insulina sino también en respuesta a AMPc. 
En condiciones de ayuno, cuando los niveles de glucagón y glucocorticoides son elevados  
y los de insulina reducidos, se desencadena la señalización mediada por AMPc como 
segundo mensajero para dar lugar a la actuación de quinasas como PKA la que a su vez 
promueve la fosforilación y activación del factor de transcripción CREB. Todo ello tiene como 
consecuencia la mayor expresión de PGC-1α y finalmente este es capaz de promover la 
expresión de genes gluconeogénicos PCK1 y G6PC. PGC-1α también conocido como 
PPARGC1 es un coactivador transcripcional que interacciona con FOXO1 para ejecutar el 
programa de la gluconeogénesis estimulando la expresión de G6PC y PCK1 (Puigserver, Rhee 






En primer lugar se quiso ver cómo afectaba la falta de Mst3 a la expresión de PCK1 y 
G6PC inducida mediante la administración con un conocido activador análogo de AMPc, 
dbcAMP (dibutyryl cyclic AMP), en presencia o ausencia de un compuesto conocido como 
H89 (N-[2-bromocinnamylamino) ethyl]-5-isoquinoline sulfonamide), que es un selectivo y 
potente inhibidor de PKA que actúa bloqueando el sitio activo de la enzima. PKA es una 
quinasa ubicua en la célula que actúa fosforilando residuos de serina y treonina en respuesta 
a AMPc y es otra de las enzimas clave junto con AKT que contribuyen a la regulación de la 
gluconeogénesis (Lochner and Moolman 2006). La figura 75A muestra como tanto PCK1 
como G6PC se estimularon perfectamente con dbcAMP de una forma dependiente de PKA 
en células shControl, pero no en células shMst3, demostrando que Mst3 no sólo es 
importante para la regulación génica de la gluconeogénesis mediada por bajos niveles de 
insulina, sino también en respuesta a AMPc. Además, parece que tal efecto no es debido a 
una falta de respuesta general de las células shMst3 a este segundo mensajero. Como se ve 
en la figura 75B, el factor de transcripción CREB se fosforila normalmente tras el tratamiento 
con AMPc en ausencia de Mst3, así como se estimula perfectamente la expresión del 
coactivador transcripcional PGC1-α (figura 75A). 
 
Seguidamente se procedió a estudiar el efecto de la inhibición de PI3K en la expresión de 
genes gluconeogénicos estimulados por tratamiento con dbcAMPc conjuntamente con el 
inhibidor de PI3K LY294002. La figura 76 muestra que la inhibición de PI3K logra estimular 
significativamente los niveles de expresión de PCK1 y G6PC en presencia de AMPc, pero lo 





























FIGURA 75. Mst3 es importante para la regulación de la gluconeogénesis mediada por AMPc. Se recogieron 
extractos de células shControl y shMst3 tras 72 horas en cultivo tratadas o sin tratar con H89 10 µM durante 8 
horas y/o dbcAMP 1 mM durante 2 horas. A. mRNA de genes gluconeogénicos en respuesta a AMPc y H89. Se 
analizó el mRNA de PCK1 y G6PC así como el propio Mst3 y PGC1-α mediante PCR a tiempo real incluyendo los 
genes control o housekeeping ACTB y RPLP0. (ANOVA, 2 colas) (n= 4 experimentos p valor G6PC < 0,001, p valor 
PCK1 <0,001). B. WB de pSer31-CREB y CREB total.  La densitometría se realizó mediante el programa Image J, 
se corrigieron los valores de cada banda por su valor de proteína total y se relativizó el valor de las shMst3 al 















FIGURA 76. Mst3 es importante para que el inhibidor de PI3K pueda inducir la respuesta de PCK1 y G6PC a 
AMPc. Se recogieron extractos de células shControl y shMst3 tras 72 horas en cultivo tratadas o sin tratar con 
LY294002 10 µM durante 8 horas y/o AMPc 1 mM durante 2 horas. Se analizó el mRNA de PCK1 y G6PC así como 
el propio Mst3 mediante PCR a tiempo real incluyendo los genes control o housekeeping ACTB y RPLP0. (ANOVA, 
2 colas con corrección de Bonferroni) (n= 3 experimentos ***p valor< 0,001, **p<0,01). 
5.11. No se detecta interacción endógena y en sobreexpresión entre AKT y Mst3 
Todos estos resultados en cultivo de células de hepatocarcinoma muestran que la falta 
de Mst3 produce la hiperactivación por fosforilación del eje AKT/FOXO1 y mTORC2 cuando 
la señalización por insulina es baja y esto tiene como consecuencia el bloqueo de la 
respuesta transcripcional a AMPc de los genes gluconeogénicos PCK1 y G6PC. Esto parece 
indicar que, en condiciones de baja insulina, Mst3 inhibe la fosforilación directa o indirecta 
de algunas de las proteínas que conforman este eje regulador de la gluconeogénesis. El 
hecho de que proteínas proximales de este eje como IRS1 no estén significativamente más 
fosforiladas en ausencia de Mst3 como ocurre con AKT, hace pensar en la posibilidad de una 
interacción directa entre ambas proteínas. Esto cobraba sentido con los resultados 
mostrados por (Cinar, Fang et al. 2007) en los que se describe la interacción directa entre 
AKT y  MST1/STK4 (una proteína de la subfamilia de Mst3) dentro de un complejo 
multiproteico aislado en la fracción celular conocida como balsas lipídicas (lipid rafts) de 
células humanas de cáncer de próstata. Aunque la localización de AKT se reparte entre 
núcleo y citoplasma y Mst1 se encuentra fundamentalmente citoplásmico, en esta 




interaccionando de forma endógena con Mst1. Parece además que dicha interacción es 
bastante exclusiva de esta fracción celular y que Mst1 estaría ejerciendo sus acciones como 
enzima proaptótica inhibiendo la fosforilación/activación de AKT1 y contrarrestando por 
tanto las acciones proliferativas de esta.  
Debido a la similitud de los dominios quinasa y de las funciones de las proteínas de la 
familia de las Msts y a que Mst3 según lo descrito en este trabajo también ejerce un efecto 
inhibitorio sobre la fosforilación de AKT, parece probable una interacción directa AKT-Mst3 
de la misma forma que ocurre para Mst1. En la figura 77 se muestran inmunoprecipitaciones 
tanto para AKT1 como para Mst3 en células shControl y shMst3 que se realizaron siguiendo 
los protocolos de Cinar (apartado 14 Mat & Met). Para cada extracto se obtuvo una fracción 
celular soluble en Tritón X-100 donde se encontraría la mayor parte de AKT1 y Mst3 pero 
que sería el control negativo de la interacción y una fracción insoluble en Tritón X-100, pero 
soluble en octylglucoside, ((OCG)-soluble fractions) correspondientes a las balsas lipídicas 
donde se esperaba encontrar la interacción AKT-Mst3. No obstante, aunque se logró 
detectar perfectamente Mst3 y AKT en las balsas lipídicas mediante WB convencional, no se 
detectó mediante inmunoprecipitación a AKT en esta fracción celular. Esto parece deberse a 
que el anticuerpo primario de AKT usado para inmunoprecipitar en la fracción OCG-soluble 
no es capaz de unirse a su epitopo en las condiciones del tampón de lisis, no siendo posible 
reproducir lo encontrado por el grupo de Cinar. Si bien es cierto que no se ha incluido como 
control positivo la inmunoprecipitación de Mst1, siguiendo sus protocolos no se ha logrado 
inmunoprecipitar ni la quinasa AKT en las balsas lipídicas, y por tanto según estos resultados 



















FIGURA 77. AKT no inmunoprecipita en la fracción insoluble correspondiente a las balsas lipídicas, no se 
puede detectar la interacción AKT-Mst3. Se recogieron extractos de células shControl y shMst3 tras la 
transfección en buffer A que extrae al sobrenadante la fracción soluble en Tritón X-100 y posteriormente se 
sometió al pellet a un nuevo buffer B que extrae la fracción insoluble o balsas lipídicas gracias al detergente 
octylglucoside (Solomon, Mallory et al. 1998). A. IP de Mst3 y WB para Mst3 y AKT.  Se incubaron toda la 
noche 1,5 mg de ambas fracciones con anticuerpo anti-Mst3 y proteína G agarosa y posteriormente se 
detectaron tanto Mst3 como AKT mediante WB en extracto sin inmunoprecipitar (E.C.) o inmunoprecipitado (IP). 
Se incluye un control negativo de IP con proteína IgG. B. IP de AKT y WB para Mst3 y AKT. Se incubaron toda 
la noche 2 mg de fracción soluble y 4 mg de fracción insoluble con anticuerpo anti-AKT y proteína agarosa y 
posteriormente se detectó mediante WB fluorescente tanto AKT como Mst3 en E.C e IP. Se muestra un control 
negativo como en A. El WB fluorescente permite ver proteínas del mismo peso molecular o muy próximo al 
incubarse con anticuerpos secundarios con fluóroforos de distinto color cuando los primarios fueron generados 
en especies diferentes. Se muestra una colocalización del WB de AKT en rojo y de Mst3 en verde.  Nótese que 
en el control negativo se detecta una banda muy intensa correspondiente a la cadena pesada del anticuerpo 
usado para inmunoprecipitar (HA). (Los WB individuales para Mst3 y AKT se han convertido a escala de grises 
mediante el programa Image J para facilitar su visualización en la versión impresa de este manuscrito). 
 Para no descartar por completo la posibilidad de una interacción entre AKT y Mst3 por 
las complicaciones técnicas de la inmunoprecipitación de ambas proteínas en la fracción 
insoluble, se decidió llevar a cabo su sobreexpresión en un modelo celular fácilmente 
transfectable mediante el método de fosfato cálcico como son las células de riñón Hek293. 
Al sobreexpresar dos proteínas se facilita la detección de su interacción. Sin embargo, como 
















FIGURA 78. AKT no inmunoprecipita con Mst3 en extractos de células Hek293 cotransfectadas con ambas 
proteínas. Se transfectaron células Hek293 mediante fosfato cálcico con plásmidos de Mst3 y AKT. Se 
recogieron los extractos y se realizó una inmunoprecipitación de Mst3 con un anticuerpo frente a HA. Se 
detectaron AKT y Mst3 con sus respectivos anticuerpos mediante Western Blot Fluorescente. Se muestra una 
sobreposición del WB de AKT en rojo y de Mst3 en verde. Nótese que en el WB de AKT y Mst3 se detecta una 
doble banda en el control transfectado con plásmidos vacíos entre 50 y 60 KDa correspondiente a la cadena 
pesada del anticuerpo usado para inmunoprecipitar. (Los WB individuales para Mst3 y AKT se han convertido a 

















Las Ste20p se describieron por primera vez en Saccharomyces cerevisiae con función 
MAP4K. En mamíferos se encontraron unas 30 quinasas relacionadas con las Ste20 que se 
caracterizan por la presencia de un dominio catalítico bien conservado. Estas proteínas se 
han implicado en un amplio rango de respuestas biológicas, como la regulación de la 
proliferación y diferenciación celular, polaridad, reorganización del citoesqueleto y respuesta 
a estrés. Similar a lo que ocurre con sus homólogas en levadura, las Ste20 de mamíferos 
también pueden activar cascadas MAPK.  
La familia de proteína quinasas GCK-III constituye una de las más estudiadas dentro de 
la superfamilia de las quinasas Ste20 de mamífero y fueron clasificadas como quinasas de 
estrés al encontrarse que pueden ser activadas por distintos tipos de estrés celular. 
Posteriormente se encontraron para ellas funciones relevantes en células no estresadas 
relacionadas con la regulación de la forma celular y del citoesqueleto. Más recientemente se 
ha visto que en diversos modelos de estrés metabólico la sobrexpresión d SOK1 participa en 
la alteración del metabolismo lipídico de músculo e hígado. La afectación del hígado y del 
músculo en estos modelos conlleva secundariamente a defectos en el manejo de la glucosa 
(Nerstedt, Cansby et al. 2012, Amrutkar, Kern et al. 2015). La eliminación génica de SOK1 en 
ratones protege frente a las consecuencias de la exposición a una dieta alta en grasas; 
evitando la acumulación lipídica en músculo y reduciendo la producción hepática de glucosa 
lo que  correlaciona con una mejor tolerancia a glucosa sistémica y una mejor sensibilidad a 
insulina generalizada (Amrutkar, Cansby et al. 2015). La relación encontrada entre SOK1 y 
metabolismo en los modelos murinos se ha visto reforzada por los datos obtenidos en 
biopsias de hígados de pacientes diabéticos en los que hay una alta expresión de SOK1. Los 
mecanismos moleculares por los que SOK1 afecta a estos órganos están siendo objeto de 
estudio, las últimas publicaciones revelan la presencia de SOK1 en las gotas lipídicas e 
hipotetizan sobre la relación de esta asociación y el desarrollo de la enfermedad hepática 
NASH (Amrutkar, Chursa et al. 2016). 
En este trabajo, se propone que otra de las GCK-III, Mst3, que demostramos se activa 
por una dieta alta en grasas, es relevante para el desarrollo de resistencia hepática a insulina, 




En concreto se describe por primera vez como Mst3 regula la gluconeogénesis hepática. 
Teniendo en cuenta que la alteración de la regulación de la gluconeogénesis contribuye al 
desarrollo de la hiperglucemia en ayunas de los pacientes con diabetes tipo II nuestros datos 
amplian el conocimiento de las causas moleculares implicadas en la patogénesis de la DM2 y 
la resistencia a insulina y señalan a Mst3 como una proteína a ser considerada como diana 
terapéutica en el tratamiento de esta enfermedad. Nuestros experimentos se diseñaron con 
el fin de estudiar la relevancia de Mst3 en el metabolismo. 
 
 
1. Utilización del modelo animal Knockdown (KD) de Mst3 
El modelo animal utilizado consistió en un ratón transgénico generado mediante el 
sistema gene trapping por el cual un vector externo se inserta en el gen de Mst3 alterando el 
sistema de corte y empalme entre exones e intrones dando lugar a una proteína no 
funcional. Se trata de un modelo generado al azar y por tanto más simple y menos costoso 
que otros métodos comunes como los KOs condicionales o tejido-específicos. A lo largo de 
esta tesis se ha visto que el modelo gene trap presentaba un fenómeno de splicing around 
muy marcado. Esto implica que el alelo de Mst3 mutado es hipomórfico y puede dar lugar a 
ratones con niveles variables de Mst3 funcional que no se pueden considerar ratones 
knockout (KO) verdaderos sino knockdown (KD). La forma en que se generó este modelo 
implica además que no se conozca el lugar exacto de inserción de la mutación dentro del gen 
de Mst3, por lo que el genotipado se hacía en un principio a partir del mRNA de Mst3 y 
utilizando cebadores que reconociesen la secuencia del vector incorporado al transcripto 
final. Con este método de genotipado y debido al splicing around se enmascaraban los 
ratones KD, que aparecían como falsos heterocigotos puesto que siempre se les amplificaba 
algo de Mst3 normal. Fue necesario diseñar un sistema para localizar con precisión el lugar 
de incorporación del vector dentro del gen de Mst3 y así poder genotipar con fiabilidad a los 
ratones detectando ya a nivel de su DNA genómico si habían incorporado la mutación. La 




variable, al menos en la cepa con fondo genético mixto usada en esta Tesis (ver más 
adelante). Por ello, fue necesario genotiparlos nuevamente tras el sacrificio para medirles en 
hígado los niveles de mRNA normal de Mst3 que eran capaces de producir, y así descartar a 
todos aquellos ratones KD que presentaran más de la mitad de Mst3 normal que los WT. 
Teniendo en cuenta que el número de ratones a descartar era una incógnita hasta su 
sacrificio, el principal obstáculo fue la necesidad de trabajar siempre con un exceso de 
animales. Más allá de ser considerado un inconveniente, se apostó por este modelo por el 
hecho de que si se observa un efecto incluso sin una inactivación completa del gen, (algunos 
ratones tenían niveles de Mst3 cercanos a la heterocigosis) esto hace más probable que una 
inhibición farmacológica sea eficaz en controlar la hiperglucemia en ayunas en el contexto 
de resistencia a insulina puesto que los fármacos nunca son capaces de eliminar por 
completo la actividad de una proteína. Además, la mayor parte de modelos murinos 
empleados hasta el momento para entender las enfermedades humanas se basan en la 
eliminación total del gen implicado. Una mutación real no siempre implica la desaparición 
por completo de la función génica, por tanto, el hecho de que los resultados de este trabajo 
presenten significación estadística cuando existe cierta expresión proteica, implica que el 
efecto regulatorio que ejerce Mst3 sobre la gluconeogénesis es relevante.  
Otra de las características del modelo es el fondo genético en que se hicieron los 
estudios. Se trata de un fondo mixto entre las cepas 129sv y C57BL/6J y los ratones que se 
obtienen presentan un fenotipo muy distinto en cuanto a su pelaje, color de ojos e incluso 
tamaño y peso dentro de una misma camada. A la hora de realizar estudios metabólicos en 
los que se comparan los incrementos de peso, composición corporal y otras variables 
relacionadas, se obtiene una gran varianza intragrupo, haciendo más difícil obtener 
diferencias significativas, a pesar de que se utilizaron hermanos de camada en las 
comparaciones. Esto hace a los resultados más robustos. La mayoría de cepas empleadas en 
estudios metabólicos parten de ratones con fondo puro y con pesos muy similares entre sí a 
la misma edad. Al momento de hacer la translación a lo que ocurre en humanos y dado que 
no todos son homogéneos en cuanto a peso o composición corporal, las diferencias 
significativas en nuestro modelo se acercan más a la realidad (MONTAGUTELLI 2000). En 




aunque sólo se han obtenido diferencias significativas en los machos. Esto parece deberse a 
que las hembras presentaron mayor resistencia a la HFD y no han alcanzado diferencias 
significativas en sus glucosas basales en ayunas con respecto a las que presentaban cuando 
se alimentaron con dieta convencional. Por este motivo, el análisis de muestras y tejidos se 
realizó sólo para machos.  
 
 
2. Activación de Mst3 con estrés metabólico 
Mst3 se activa en hígado de ratones con obesidad inducida por una dieta alta en grasa, lo 
que se demuestra por un aumento en la fosforilación en su bucle de activación. Esta 
activación no se observa en animales alimentados con una dieta estándar lo que viene a 
corroborar que Mst3 es una quinasa que se activa fundamentalmente ante un estrés. En 
este caso lo novedoso es que también se puede activar in vivo por el estrés metabólico que 
supone la administración de una dieta con un alto contenido graso. Aunque en el caso de 
SOK1 el efecto de su sobreexpresión en ratones transgénicos puede llevar a alteraciones 
metabólicas incluso cuando se alimentan con dieta convencional, las diferencias son más 
pronunciadas cuando los animales se alimentan con HFD (Cansby, Amrutkar et al. 2013). El 
efecto de la HFD lleva a los ratones a un estado prediabético con resistencia a insulina 
sistémica que se intenta compensar mediante un exceso en la secreción de insulina. El 
tiempo de dieta necesario para que los ratones alcancen este estado es variable según la 
cepa y en este caso han sido necesarias 21 semanas de dieta grasa para conseguir que las 
glucosas basales en ayunas de ratones WT alimentados con dieta alta en grasa fuesen 
significativamente más altas que las de los alimentados con dieta convencional.  
Aunque se conoce cómo actúa Mst3 como quinasa de estrés para responder a 
situaciones de estrés oxidativo en la que se generan ROS (Wu, Lin et al. 2011), se desconocía 
por completo su implicación en respuesta a estrés metabólico o su posible participación en 
la fisiopatología de la DM2. En este trabajo se muestra por primera vez su activación por 




de explicar el desarrollo de resistencia a insulina y DM2 es la generación de estrés oxidativo 
y ROS debida a la glucolipotoxicidad que generan las cantidades excesivas de glucosa y 
lípidos en sangre y tejidos metabólicos (Tangvarasittichai 2015). Sabiendo que la 
administración de estas dietas altas en grasas pueden incrementar el estrés oxidativo y las 
ROS (Geetha, Sathiya Priya et al. 2016) y que Mst3 se activa en respuesta a ROS sería 
razonable pensar que la actuación de Mst3 en estrés metabólico sea secundaria al estrés 
oxidativo. Sin embargo, se necesitaría sustituir el modelo de células de hepatocarcinoma que 
se usó en este trabajo por un modelo con cultivos primarios de hepatocitos que nos 
permitiese llevar a cabo nuevos experimentos de medida de radicales libres o la realización 
de tratamientos con antioxidantes para poder arrojar luz sobre el papel de Mst3 en el 
desarrollo de la resistencia a insulina sin que estos resultados se viesen afectados por el 
metabolismo distinto que presentan las células cancerosas. 
 
 
3. La acción de Mst3 es específica sobre la regulación de glucemia en 
ayunas 
Los resultados de este trabajo parecen indicar que la activación de Mst3 tras una dieta 
alta en grasas es importante en el desencadenamiento de la hiperglucemia en ayunas y de la 
resistencia a insulina inducida por HFD ya que ratones con bajos niveles de Mst3 no la 
desarrollan. Este efecto parece ser bastante específico porque no afecta a otros parámetros 
como la ganancia de peso corporal, el porcentaje de grasa corporal, ni a otros aspectos de la 
regulación metabólica como el gasto energético, actividad locomotora, o alguna otra de las 
determinaciones tomadas en las jaulas metabólicas. En la mayoría de modelos murinos en 
los que existe una protección contra la diabetes también muestran una protección frente a 
la obesidad puesto que la primera suele ser secundaria a la segunda. El hecho de que en este 
modelo deficiente en Mst3 se proteja frente a resistencia a insulina pero que no se afecte su 
capacidad de engordar hace pensar en dos posibilidades: (1) que el efecto de la falta de 




modelo de ratón KD en el que se expresan ciertos niveles de Mst3 sumado a la variabilidad 
fenotípica del fondo mixto no sean condiciones favorables para ver diferencias significativas 
en cuanto al peso, que por otra parte sí presenta una tendencia a ser menor en ratones 
deficientes en Mst3 que también se acompaña de una menor ingesta cuando están en este 
estado prediabético. 
También se hace evidente en la prueba GTT que el problema en el control de la glucosa 
surge cuando hay déficit de la misma, es decir, en ayunas, ya que al administrarle una dosis 
alta de glucosa intraperitonealmente, WT y KD son capaces de clarificarla de la sangre de 
igual forma, indicando que el transporte e internalización de glucosa a la célula se mantiene 
intacto en ambos genotipos. Si bien es cierto que siempre hay una tendencia a que la mayor 
parte de los demás parámetros metabólicos analizados sean menores en los KDs, no llega a 
ser estadísticamente significativo. Sería necesario un KO completo para ver si estos otros 
parámetros ganarían en diferencias con los WT, y si el efecto de Mst3 en metabolismo va 
más allá de la regulación de la glucemia en ayunas.  
De forma relevante, en DM2, uno de los defectos que más tempranamente se desarrolla 
y mejor refleja la severidad de la enfermedad es la hiperglucemia en ayunas y se usa incluso 
como parámetro para diagnóstico clínico de una progresión hacia DM2 (Guo, Yu et al. 2016). 
A pesar de ello, la variedad de fármacos que existe para controlar este problema no ha 
evolucionado demasiado en los últimos años. Prácticamente solo la metformina (Foretz, xE 
et al. , Mackenzie and Elliott 2014) disminuye sobre todo la glucemia basal en ayunas pero 
ninguno de los fármacos modernos parece enfocado a ello sino más bien están enfocados a 
tratar la hiperglucemia postprandial. Por tanto, se necesita trabajar más en el desarrollo de 
dianas para el tratamiento de los niveles de glucosa durante el ayuno y en este trabajo se 
presenta a Mst3 como una buena opción para este control. Ante la posibilidad de que la 
activación de Mst3 fuera inhibible por metformina se encargó un estudio farmacológico in 
vitro donde se sometió a Mst3 recombinante a cantidades crecientes de metformina y en el 
que no se encontró capacidad de este fármaco para inhibir Mst3 directamente (no se 




celular o incluso in vivo ante la posibilidad de que la metformina pudiera tener un efecto 
indirecto sobre la actividad Mst3. 
 
 
4. Mst3 regula la gluconeogénesis 
Durante el desarrollo y curso de la DM2, la hiperglucemia en ayunas puede ser el 
resultado de un aumento en la producción hepática de glucosa tanto a partir de la rotura de 
glucógeno por glucogenolisis como a través de su síntesis de novo o gluconeogénesis, o 
debido a una disminución en su utilización y puede ir acompañada de resistencia a la acción 
de insulina y/o de un defecto en su secreción. En este trabajo se propone que los bajos 
niveles de Mst3 protegen a los animales prediabéticos de una excesiva producción de 
glucosa, específicamente de la gluconeogénesis, como sugiere la menor respuesta al 
precursor gluconeogénico piruvato en la prueba PTT y la inhibición de los genes 
gluconeogénicos en los ratones deficientes para Mst3, disminución que es significativa en el 
caso de la G6PC. Esto es consistente con el agotamiento descrito para las reservas de 
glucógeno tras un ayuno prolongado como el que se aplica en los experimentos descritos. 
Un ayuno nocturno de entre 14-18 horas provoca un estado catabólico en el ratón puesto 
que ellos consumen su alimento fundamentalmente por la noche. Se consumen en primer 
lugar las reservas de glucógeno para  posteriormente pasar al suministro de glucosa a partir 
de gluconeogénesis entre las 12-16 horas, aunque los depósitos de glucógeno no se agotan 
por completo hasta las 48 horas de ayuno (Wahren and Ekberg 2007). Cuando se midieron 
las reservas de glucógeno remanentes en los hígados de los ratones sometidos a ayuno 
nocturno se encontró que estas eran significativamente menores en los KD. Esto puede ser 
porque existe un defecto en la síntesis de glucógeno, sin embargo, la falta de activación de la 
enzima GSK3 en células hepáticas deficientes en Mst3 indica que esta hipótesis no es la más 
plausible. A falta de comprobar los mismos resultados en cuanto a GSK3 en el propio modelo 
murino, otra posible hipótesis es que, ante un ayuno prolongado, las menores reservas de 




que los animales KD siguen agotando sus reservas de glucógeno mientras en los WT la 
síntesis de novo de glucosa funciona a pleno rendimiento. Harían falta más experimentos 
para corroborar que esta hipótesis es así, aunque todos nuestros resultados apuntan a que 
es la más acertada. 
 
 
5. La deficiencia en Mst3 protege frente a la resistencia a insulina 
La falta de Mst3 protege frente a la resistencia a insulina, tanto en ayunas, como se 
evidencia en el análisis HOMA-IR, como después de la administración de insulina exógena, 
como se ve en la prueba de ITT. Cuando se administra insulina intraperitonealmente, los 
ratones WT prediabéticos apenas son capaces de responder a la señal de esta hormona, 
mientras que los ratones KD sí son capaces de disminuir sus niveles de glucosa en sangre en 
respuesta a insulina. Esto concuerda con las diferencias encontradas en los niveles insulina 
medidos tras un periodo de ayunas de 4 horas, los cuales son significativamente menores en 
ratones sin Mst3. Ante la falta de Mst3 los ratones responden mejor a insulina y presentan 
menores niveles en sangre y esto podría deberse a que su señalización es más eficiente que 
en los WT. La inmunoprecipitación del receptor de insulina en estos ratones revela que este 
receptor tiende a estar más fosforilado en los animales WT, probablemente reflejando su 
estado hiperinsulinémico.  
  La mejor respuesta a insulina de los ratones KD también puede estar relacionada con 
una menor acumulación de lípidos en el hígado como se observa para la determinación de 
triglicéridos en este órgano.  La esteatosis o acumulación de lípidos en hígado en ausencia de 
ingesta de alcohol o NAFLD es la más común de las enfermedades crónicas y se produce 
cuando existe un desequilibrio entre el balance de la entrada de y la exportación de lípidos 
en hígado. En los pacientes con NAFLD, la resistencia a insulina conduce a la esteatosis 
hepática mediante diversos mecanismos que incluyen una mayor entrada de NEFAs 
procedentes del tejido adiposo hipertrofiado como consecuencia de la menor sensibilidad a 




que promueven la lipogénesis de novo  en el hígado, lo que además no se compensa con una 
mayor oxidación de ácidos grasos o una mayor salida en forma de lipoproteínas (Kawano 
and Cohen 2013, Ress and Kaser 2016). Por tanto, la menor resistencia a insulina que 
observamos en los ratones deficientes en Mst3 parece explicar el hecho de que estos 
acumulen menos triglicéridos en hígado. Además, en este resultado apreciamos que el 
efecto de la falta de la falta de Mst3 frente a la HFD parece bastante específico sobre hígado 
puesto que las diferencias en la acumulación de grasas las encontramos solamente en este 
órgano y no en el % de grasa corporal total. Sin embargo, cuando miramos los niveles de 
expresión de genes relacionados con la síntesis y transporte de ácidos como (Fasn y Acc) no 
encontramos diferencias significativas. 
 
 
6. Modelo de células hepáticas en cultivo para estudiar el mecanismo 
molecular de regulación de Mst3 sobre enzimas gluconeogénicos 
Mst3 parece mediar sus efectos directa y fundamentalmente en células de hígado puesto 
que se encuentran efectos compatibles in vivo  y en células de hígado en cultivo y también se 
observa la activación por fosforilación de Mst3 en su bucle de activación en hígados de 
ratones alimentados con HFD. Para poder probar esta hipótesis, sería también interesante 
analizar el estado de fosforilación de Mst3 en otros tejidos del ratón como el riñón que es el 
órgano capaz de realizar gluconeogénesis aparte del hígado. También sería necesario 
analizar la activación de Mst3 en otros órganos metabólicos no gluconeogénicos como el 
músculo e incluso el cerebro, donde se expresa la isoforma Mst3b y así valorar si la acción 
metabólica de Mst3 no es exclusiva sobre la gluconeogénesis. 
Algunas de las principales ventajas de la utilización de cultivos celulares con respecto al 
modelo in vivo  es su sencilla manipulación, rápido crecimiento, la versatilidad a la hora de 
realizar tratamientos y modificaciones de su genoma, mayor reproducibilidad de los 
experimentos y menor coste en la adquisición y mantenimiento. Por otra parte, la principal 




ratón constituye un sistema mulitorgánico con una mejor translación a la fisiología humana. 
Aunque cabría la posibilidad de realizar cultivos primarios a partir del hígado de los propios 
ratones de fondo mixto tanto KD como WT, o incluso la posibilidad de extraer hígados de 
ratones de cepas puras y eliminarles la expresión de Mst3 mediante sistemas lentivirales o 
adenovirales, estos cultivos primarios tienen un número de divisiones limitadas y no 
permiten hacer una línea deficiente mediante shRNA de forma estable durante demasiado 
tiempo. Por ello y debido a la disponibilidad inmediata en el propio laboratorio, se eligió un 
modelo de línea celular de hepatocarcinoma de rápido crecimiento y fácilmente 
transfectable con lentivirus portadores de shRNAs para crear dos líneas estables shControl y 
shMst3. Las HepG2 son una línea ampliamente documentada en la bibliografía y muy 
utilizada para estudios de metabolismo. Se asumió también que este cultivo HepG2 podría 
ser un buen modelo para este trabajo ya que son células cancerosas con un metabolismo 
alejado de la normalidad lo que es en parte comparable al estrés metabólico de que sufren 
los ratones sometidos a HFD. Cuando se analizaron los niveles de mRNA de enzimas 
gluconeogénicas G6PC y PCK1 de estas células comparativamente con otro cultivo de células 
de hígado no cancerosas pero inmortalizadas (THLE-2) se observó que en las mismas 
condiciones de tiempo de cultivo y de reacción de PCR en tiempo real las THLE-2 no tenían 
niveles detectables de expresión de estas enzimas, mientras que las HepG2 amplificaban a 
ciclos relativamente tempranos (no se muestran los datos). Con unos buenos niveles de 
expresión de enzimas gluconeogénicos resultó sencillo comparar las líneas shControl y 
shMst3 en el hepatocarcinoma. 
 
 
7. Mst3 regula la expresión de los promotores de enzimas 
gluconeogénicas 
Lo primero que se quiso comprobar en el modelo celular fue la posibilidad de que Mst3 
estuviera regulando directamente a los promotores de enzimas gluconeogénicas G6PC y 




falta de Mst3 reducía la actividad de los promotores gluconeogénicos y de forma significativa 
en la enzima G6PC y que esta actividad se recuperaba al introducir Mst3 exógeno a las 
células. Cabe la posibilidad de que la regulación de Mst3 sobre los promotores sea directa, 
ya que esta kinasa, al menos en su forma cortada, puede entrar al núcleo. Para comprobarlo 
sería necesaria la realización de experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP).  
 
 
8. Mst3 regula la vía de AKT/insulina. 
En células hepáticas, la deficiencia de Mst3 tiene como consecuencia la fosforilación de 
AKT tanto en Ser473 como en Thr308 y la activación de la vía de mTORC2 lo que se refleja 
como una mayor fosforilación en Thr346 de pNDRG1 (un sustrato de SGK1 que es 
considerado como un excelente biomarcador de la actividad de mTORC2) (Garc and Alessi 
2008) con respecto a células normales. Como consecuencia última de la falta de Mst3 y la 
sobreactivación de mTORC2 y AKT, se produce también una mayor fosforilación del factor de 
transcripción FOXO1 lo que provoca su salida del núcleo y que por tanto no pueda llevar a 
cabo su papel sobre la transcripción de enzimas gluconeogénicas, lo que explicaría el por qué 
en las células shMst3 se produce una inhibición de la expresión de estas enzimas. La 
activación de este eje mTORC2/AKT también se produce en nuestro modelo de ratón 
deficiente en Mst3, en condiciones de baja insulina, lo que sería también compatible con los 
datos obtenidos de una menor producción de glucosa en ayunas.  
 El efecto de Mst3 sobre la señalización de la vía de AKT parece encontrarse a nivel de 
regulación de PI3K o downstream puesto que al inhibir esta quinasa se induce la respuesta 
de G6PC y PCK1 aunque en menor medida en células sin Mst3. Además, no se encuentran 
diferencias en los niveles de fosforilación en tirosina de IRS1, el enzima upstream PI3K, en 
presencia o ausencia de Mst3.  El análisis de los hígados de ratones sometidos a HFD apunta 
a la misma conclusión, al encontrarse mayor fosforilación de NDRG1 y AKT en ratones KD. De 
forma importante, un efecto a este nivel de la ruta de respuesta a insulina es compatible con 




lípidos), característica en las células de hígado (Taniguchi, Emanuelli et al. 2006, Semple, 
Sleigh et al. 2009). No obstante, la sobreactivación por fosforilación encontrada para 
NDRG1/AKT/FOXO1 en ausencia de Mst3 se produce cuando las células se encuentran con 
bajos niveles de insulina tras permanecer 72 horas en cultivo y en el caso de los ratones 
cuando estos están en ayunas, y por tanto con poca insulina. Al tratar las HepG2 con un 
exceso de insulina toda la vía de respuesta se sobreactiva por fosforilación pero las 
diferencias entre células shControl y shMst3 desaparecen remarcando de nuevo la 
especificidad de actuación de Mst3 sobre la gluconeogénesis  (que sólo puede tener lugar en 
condiciones de baja insulina) y su importancia para la regulación de la IFG.  
Se ha visto en la introducción de este trabajo que además de la regulación que ejercen 
los niveles de insulina sobre la gluconeogénesis, en situación de ayunas el glucagón y cortisol 
constituyen otro de los grandes ejes reguladores de la transcripción de genes 
gluconeogénicos, promoviendo su expresión a través de la señalización del AMPc y el enzima 
PKA. Los resultados de este trabajo muestran que Mst3 es importante no solo para la 
regulación de genes gluconeogénicos en condiciones de baja insulina, sino también en 
respuesta a AMPc puesto que células shMst3 tratadas con un análogo de este segundo 
mensajero tienen significativamente menor expresión de G6PC que las shControl. Además, 
se trata de un defecto en la señalización a nivel transcripcional pero no sobre la vía general 
de PKA puesto que los niveles de su sustrato CREB fosforilado no varían en presencia o 
ausencia de Mst3. Serían necesarios nuevos experimentos para tratar de resolver por qué 
ante la falta de Mst3 G6PC no responde a AMPc en la misma medida que en células 
normales y si simplemente es un efecto secundario a los efectos sobre la vía de AKT.  
Se analizó la posibilidad de que Mst3 regulara a AKT por interacción directa basándonos 
en resultados previos encontrados para la interacción con AKT de la quinasa de la misma 
subfamilia Mst1 y de parecido estructural con Mst3, las cuales interaccionan para llevar a 
cabo acciones pro-apoptóticas o anti-apoptóticas (Jang, Yang et al. 2007, Radu and Chernoff 
2009). Dado el parecido del dominio catalítico de Mst1 y Mst3 y que este dominio es la parte 
de Mst1 que se ha descrito que interacciona con AKT en balsas lipídicas (Cinar, Fang et al. 




de AKT y Mst3. No fue posible detectar la interacción entre Mst3 y AKT. Se detectaron 
ambas proteínas por separado y por Western Blot  en las balsas lipídicas pero todo parece 
indicar que usando las mismas condiciones de inmunoprecipitación que el grupo de Cinar, el 
anticuerpo usado para la detección de AKT no ha logrado inmunoprecipitarla en las 
condiciones descritas. Cuando se intentó coinmunoprecipitar ambas proteínas en 
sobreexpresión en células Hek293 tampoco se detectó interacción. Por tanto aunque es 
evidente que Mst3 tiene un efecto sobre la fosforilación de AKT, en este trabajo no se puede 
concluir que sea por interacción directa. 
Para afirmar que el efecto de Mst3 es bastante específico sobre la vía de insulina y 
concretamente sobre mTORC2/AKT/FOXO1 se analizaron también en HepG2 por Western 
Blot otras fosfoproteínas muy relacionadas con la regulación del metabolismo como AMPK o 
ERK1 sin obtener diferencias en cuanto a la presencia o ausencia de Mst3. Esto no resulta 
sorprendente puesto que en la literatura se describe que ni Mst3 ni SOK1 parecen activar 
vías MAPK como ERK, p38 o JNK, salvo para la isoforma Mst3b de cerebro que puede activar 
a ERK1/2 (Pombo, Force et al. 2007, Ling, Lu et al. 2008). Sin embargo, artículos posteriores 
describieron que Mst3 es capaz de mediar la muerte celular inducida por estrés oxidativo 
mediante la modulación de la activación de JNK (Wu, Lin et al. 2008, Chen, Ng et al. 2009, 
Wu, Lin et al. 2011) haciendo interesante la pregunta de si Mst3 es capaz de modular a JNK 
bajo un estrés metabólico como el inducido mediante la administración en ratones de una 
dieta HFD. La enzima JNK es crucial en el inicio de la resistencia a la insulina y es un 
importante regulador en la inflamación que se genera como consecuencia de la obesidad. Se 
sabe que SOK1 se activa por fosforilación en células de músculo tanto por estrés 
inflamatorio como oxidativo (Nerstedt, Cansby et al. 2012) por lo que sería interesante 
analizar en los ratones KD Mst3 el estado de fosforilación de JNK. También el tratamiento de 
células primarias con citoquinas proinflamatorias como el TNF-α o IL-6 para posteriormente 
analizar el estado de fosforilación de Mst3 podría ayudar a conocer más aspectos de la 
función regulatoria de Mst3 en metabolismo.  
Futuros experimentos para tratar de situar la acción de Mst3 sobre el eje 




sabe que AKT, el principal efector de PI3K se activa por el complejo sensible a rapamicina 
mTORC1, mientras que el otro complejo del que forma parte mTOR, mTORC2 (insensible a 
rapamicina) puede fosforilar directa e indirectamente a AKT en sus dos sitios de fosforilación 
(directamente sobre Ser473 e indirectamente a través de la activación de PDK1 que fosforila 
a AKT en Thr308) (Guertin, Stevens et al. 2006). mTORC2 es inhibible por inhibidores de 
mTOR de segunda generación como TORIN1 (Guertin and Sabatini 2009). El tratamiento de 
células normales o deficientes para Mst3 con los inhibidores rapamicina y TORIN1 para 
analizar los niveles de expresión de G6PC y PCK1 podría aportar nueva información acerca 
del papel de Mst3 en esta vía. 
 
 
9. Mst3 como posible diana terapéutica 
En este trabajo, se ha identificado a Mst3 como un mediador de defectos metabólicos en 
el contexto de resistencia a insulina. Esto abre nuevas ventanas al conocimiento de la 
señalización de la insulina en obesidad y propicia la investigación en un campo tan relevante 
como este. Además, su mayor importancia radica en el potencial de Mst3 como nueva diana 
en el tratamiento de la resistencia a la insulina y de la hiperglucemia en ayunas.  Otra de las 
GCK-III, SOK1, se ha relacionado con resistencia a insulina ejerciendo su efecto 
principalmente sobre la regulación de lípidos en hígado y músculo. Debido a sus efectos en 
la inhibición de la oxidación lipídica, la inhibición de SOK1 ha sido propuesta también como 
diana terapéutica beneficiosa para combatir la resistencia a insulina (Amrutkar, Cansby et al. 
2015). Según lo publicado por estos autores, la acción metabólica de SOK1 se limita a su 
actuación sobre la regulación lipídica y las consecuencias de su activación sobre la regulación 
de la glucosa son secundarias a sus efectos en lípidos (Amrutkar, Kern et al. 2015). 
 En este trabajo se propone que Mst3 sí presenta efectos específicos y directos sobre la 
regulación de la glucosa y por tanto los efectos de un fármaco que disminuya los niveles de 
glucosa a base de inhibir Mst3 podría tener una mayor eficacia por su actuación directa 




presenta elevada homología con Mst3. Esta estrategia de tratamiento estaría basada en la 
inhibición al mismo tiempo de la hiperglucemia en ayunas y de la acumulación de lípidos en 
hígado, ambos propuestos como causa y efecto de la resistencia a insulina. El estudio del 
efecto individual de estas quinasas sobre la regulación metabólica a base de eliminar su 
expresión o función podría estar enmascarado por sus funciones equivalentes y por el efecto 
de compensación que pudiera ejercer una cuando faltase la otra. En este sentido, más que el 
estudio de un ratón Knockout específico para cada de ellas sería interesante la realización de 
un doble knockout de SOK1 y Mst3, y sobre todo dirigido a órganos metabólicos como 
hígado y músculo. La idea de un tratamiento bivalente para disminuir los efectos de Mst3 y 
SOK1 es bastante preliminar y requiere de un mayor estudio en relación al desarrollo de la 
diabetes y las quinasas GCK-III, que son por el momento participantes emergentes en la 
compleja patofisiología de la resistencia a insulina y DM2. 
 
 
10. Resumen de los efectos metabólicos de Mst3 
En resumen, en este trabajo se ha identificado a Mst3/STK24 como una quinasa que se 
activa por una dieta alta en grasas e influencia la resistencia a insulina y la intolerancia a 
glucosa en ayunas o hiperglucemia en ayunas después de dicha dieta. Mst3 inhibe la 
señalización de insulina a través del eje mTORC2/AKT/FOXO1 y estimula la expresión de los 
genes gluconeogénicos. Un tratamiento dirigido a inhibir la acción metabólica de Mst3 
mejoraría el pronóstico de la DM2 a través de la disminución de los niveles de glucosa en 





Figura 79. Modelo que se propone para explicar los efectos metabólicos de Mst3 y su posible actuación 
















1) Se ha obtenido un modelo in vitro de células de hígado con niveles reducidos 
de Mst3 y Mst4 para el estudio de sus efectos metabólicos. 
 
2) El modelo in vivo consistente en ratones deficientes para Mst3 presenta un 
alelo hipomórfico y genera niveles variables de proteína Mst3 funcional. 
 
3) La administración de una dieta alta en grasa induce la activación de Mst3 y 
SOK1. 
 
4) Mst3 es importante para el desarrollo de hiperglucemia en ayunas, de 
resistencia a insulina y de esteatosis hepática inducidas por una dieta alta en 
grasa. 
 
5) La falta de Mst3 inhibe la gluconeogénesis y la expresión de G6PC y PCK1. 
 
6) Mst3 ejerce sus acciones metabólicas sobre el metabolismo de la glucosa a 
través de la regulación de la vía de la insulina a nivel de su proteína central 
AKT aunque no se detecta interacción directa entre Mst3 y AKT. 
 
7) Mst3 se presenta como una nueva diana terapéutica para el tratamiento de la 
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